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Einleitung und Fragestellung

1 Einleitung und Fragestellung

1.1 Das Epstein-Barr-Virus

Das humanspezifische, weltweit verbreitete Epstein-Barr-Virus (EBV), systematisch auch
als humanes Herpesvirus 4 bezeichnet, gehért zur Subfamilie der Gamma-Herpesviren,
Gattung Lymphocryptovirus [1, 2]. Das Virus hat einen Tropismus fiir B-Lymphozyten und
Epithelzellen, aber es kann u.a. auch Monozyten, T-Lymphozyten, natdrliche Killerzellen
und Langerhans-Zellen infizieren [3-6]. 1964 gelang es M. A. Epstein, B. Achong und
Y.-M. Barr elektronenmikroskopisch in Zellkulturen von einem Burkitt-Lymphom (BL) vi-
rusdhnliche Strukturen nachzuweisen [7]. Kurz darauf entdeckten Gertrude und Walter
Henle 1966, dass es sich bei diesem Virus um eine neue Gattung (Humanes Herpesvirus
4) handelte [8]. 2 Jahre spéter zeigten sie, zuféllig nach Erkrankung einer Labormitarbei-
terin durch Nachweis einer Serokonversion, den Zusammenhang zwischen dem nach
seinem Entdecker benannten Epstein-Barr-Virus und der Infektiésen Mononukleose (IM)
auf [9].

Es sind 2 Subtypen des EBV bekannt, die sich genetisch in den Kernantigenproteinen
(EBNA2, -3a-c) unterscheiden [10-14]. Mit Ausnahme einiger Gebiete Afrikas und Neu-
guinea, wo beide Subtypen in etwa gleich stark vertreten sind, dominiert in der restlichen
Welt der Subtyp 1 [15]. Obwohl sehr wenig Uber die pathogenetischen Unterschiede be-
kannt ist, scheint das EBV1 onkogener zu sein und eine Bedeutung in der Krankheitsent-
stehung des Nasopharynxkarzinoms (NPC) und anderer lymphoproliferativer Erkrankun-
gen zu haben [6].

Die Virionen des EBV haben einen Durchmesser von 150-200 nm [16] und den fir Her-
pesviren typischen Aufbau, bestehend aus Viruskern mit linearer doppelstréangiger Des-
oxyribonukleinsiure (DNA), dem ikosaedrischen Kapsid und umgebender Virushiille mit
viralen Glykoproteinen (gp) [17, 18]. Eine amorphe Tegumentschicht fillt den Raum zwi-
schen ikosaedrischem Kapsid und Hlllmembran aus [19]. Das ca. 184 Kilobasenpaare
umfassende EBV-DNA-Genom codiert fir ca. 100 Proteine [2]. Eine besondere gemein-
same Eigenschaft der Herpesviren ist ihre Fahigkeit, nach der Primarinfektion in einen
latenten Zustand lberzugehen, d.h. das Virus persistiert lebenslang im menschlichen Or-
ganismus. Aus dem Stadium der Latenz kann das Virus unter bestimmten Einflissen je-
derzeit reaktiviert werden und erneut in den produktiven lytischen Zyklus Gbergehen, was
beim Immungesunden gewdhnlich Kklinisch inapparent verlduft. Bei starker Immunsupp-
ression, wie z. B. nach Transplantation oder unter Chemotherapie, kann die Reaktivierung
nicht nur wieder symptomatisch werden, sondern aufgrund des kanzerogenen Potentials
des EBV Tumore, insbesondere Lymphome, mit auslésen.
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1.2 Infektionszyklus des EBV

Lebenslang kann ein EBV-Trager das Virus vorwiegend im Speichel intermittierend aus-
scheiden. Nach oralem Kontakt (,Kissing Disease”) ist das lymphoepitheliale Gewebe des
Oropharynx die Eintrittspforte fir EBV. Die Infektion von B-Lymphozyten und Epithelzellen
erfolgt nach unterschiedlichen Mechanismen. Hauptziel sind die leicht zu infizierenden B-
Lymphozyten, vor allem weil sie den Komplementrezeptor (CR) Cluster of differentiation
(CD) 21, den Hauptrezeptor des Virus exprimieren [20]. Vor Eintritt in die Zielzelle bindet
das Virus mit seinem Glykoprotein-Komplex gp220/350 auf der Oberflache der B-Lympho-
zyten an CD21 (auch CR 2), dem Rezeptor der Komplementkomponente C3d [21-26]. Ein
zweiter B-Zellrezeptor, das komplementregulatorische Protein CD35 (CR1), wurde bei
einem Patienten mit CD21-Mangel entdeckt [27]. Der Eintritt von EBV in ruhende B-Zellen
erfolgt Uber Endozytose. Diese wird getriggert durch das Zusammenspiel des
EBV Glycoprotein gp42 mit dem Humanen Leukozytenantigen Il (HLA-1I) an der Oberfla-
che der B-Zellen und anschlieBend dann durch den Kernfusionskomplex gH/gL/gp42
vermittelt [28].

Der Viruseintritt in Epithelzellen hingegen erfolgt durch direkte Fusion der Virushille mit
der Zellmembranoberflache. Der Mechanismus ist bisher weniger gut verstanden [28].
Vermutlich interagiert das virale Glykoprotein BMRF2 mit zelluldren a3, a5, 31 Integrinen
[29]. AnschlieBend wird eine Interaktion des viralen Glykoproteinkomplexes gH/gL mit
zelluldren avB36/avB8 Integrinen angenommen, welches die Fusion der Virushullproteine
mit der Zellmembran ausldsen und den Viruseintritt erleichtern kénnte [30]. Uber die Er-
eignisse nach der Fusion ist nur wenig bekannt [29]. Die Infektion von Epithelzellen ist viel
ineffizienter, da in vivo weder CD21 noch HLA-Klasse Il-Proteine auf der Epithelzellober-
flache exprimiert werden [20].

Das EBV gH/gL ist sowohl fir den Eintritt in B-Zellen als auch in die Epithelzellen notwen-
dig. Gp42 jedoch behindert den Viruseintritt in die Epithelzellen, da es die Bindung zum
gHgL-Komplex stort. Durch eine Anderung der Zusammensetzung der Glycoproteine im
Virion scheint es dem EBV mdglich, seinen zellularen Tropismus zu éndern [29]. EBV-
Partikel, welche aus Epithelzellen freigesetzt werden, enthalten viel gp42, die eine Infekti-
on der B-Zellen beginstigen kann. Im Gegensatz dazu fehlt den Viruspartikeln, die aus B-
Zellen freigesetzt werden das gp42, was wiederum eine Infektion der Epithelzellen be-
gunstigen wirde [30]. Die Affinitat des Virus zu beiden Zellen legt nahe, dass es kontinu-
ierlich wahrend der Infektion zwischen B-Zellen und Epithelzellen wechseln kénnte und
dies fur die Etablierung der Persistenz von Bedeutung sein kdnnte.

Nach dem Eintritt in die Zielzelle wird die virale Nukleinsaure aus der Kapsidhille freige-
setzt und das lineare Virusgenom in den Zellkern transferiert. AnschlieBend kommt es
recht schnell zur Zirkularisierung des Genoms zum Episom. Nach Aufnahme des Virus in
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den Kern der B-Zelle, fihrt EBV meist zur latenten und weniger zur lytischen Infektion. In
den Epithelzellen kommt es vorwiegend zur lytischen Vermehrung und Abgabe der infek-
tidsen Viruspartikel nach Zelllyse in den Speichel oder Blutstrom [31].

Der lytische Zyklus besteht aus 3 Phasen (sehr frihe, friihe, spate), in denen in mehreren
Kaskaden ca. 100 verschiedene Proteine exprimiert werden. Beim Ubergang aus der La-
tenz in den lytischen Zyklus werden zuerst Transaktivatoren, wie das BamHI-Z-fragment
Leftward Frame1 (BZLF1) exprimiert, welche auf friihe Genexpression gerichtet sind. In
der nachfolgenden Phase werden Early-Antigene (EA), unter anderem die virale DNA-
Polymerase, und Proteine, die fir die Replikation der viralen DNA notwendig sind, expri-
miert. Die Virusreifung mit Expression von Viruscapsid-, Tegument- und Membran-
proteinen erfolgt in der spaten Phase [16].

Wahrend der latenten Phase einer EBV-Infektion sind ungeféahr 1 bis 10 pro 10° der zirku-
lierenden B-Lymphozyten EBVDNA-positiv [32]. Das EBV-Genom liegt als Episom vor, es
kommt nicht zur Produktion von Virionen. Im Stadium der Latenz werden fur die Virus-
persistenz nur noch wenige Genprodukte exprimiert. In Abhangigkeit der verschiedenen
Genexpressionsmuster werden verschiedene Latenz-Typen unterschieden. Wahrend ei-
ner Primarinfektion werden zunachst alle Latenz-Gene (Latenz-Typ lll) exprimiert, was zur
Immortalisierung und permanentem Wachstum der B-Lymphozyten fiihrt [33]. Die verant-
wortlichen Genprodukte sind die Epstein-Barr nukledren Antigene EBNA1, -2, -3a-c,- lea-
der protein, die latenten Membranproteine LMP1, LMP2a, -2b und die kleinen EBV-
encoded ribonucleic acids (RNA) EBER1 und EBER2 [14, 34]. In dieser kurzen Phase
werden die proliferierenden B-Zellen vorwiegend von den CD8*-T-Zellen erkannt und
durch Auslésung von Apoptose in der Anzahl (n) deutlich reduziert. Ungefahr 40% aller
CD8*-T-Zellen sind wahrend der IM gegen spezifische einzelne immundominante lytische
EBV-Epitope ausgerichtet [35]. Durch die massive T-Zell-Reaktion werden die typischen
Symptome der IM hervorgerufen. Zusétzlich tragen natirliche Killerzellen und CD4*-T-
Zellen zur zellularen Immunkontrolle des EBV bei [36]. Zur Umgehung der Immunreaktion
wird im weiteren Verlauf EBNA2 herunterreguliert, was zu einem Proliferationsstopp flhrt.
Die Expression von LMP1, welches den CD40-Rezeptor imitiert und die Manipulation des
B-Zell-Signalleitungsprozesses durch LMP2a, schitzen die Zellen vor Apoptose [37-40].
Die proliferierenden Blasten differenzieren sich weiter in ruhende Memory-B-Zellen, wel-
che nur noch LMP2a, EBER-Transkripte und EBNA1 exprimieren. Das entspricht dem
Ruhezustand von gesunden EBV-Tragern und wird als Latenz-Typ 0 bezeichnet [41].

EBNAT1 ist ein wichtiger Transaktivator fir die Expression latenter Gene und dient zur Auf-
rechterhaltung der Immortalisierung der B-Zellen. EBNA1 garantiert dabei die Replikation
des Episoms und die gleichmaBige Weitergabe nach Zellteilung durch Bindung von viraler
DNA an zelluldare Chromosomen [42]. Das Glycin-Alanin (Gly-Ala) repeat-Segment im
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EBNA1 verhindert aufgrund der inhibierten Degraduation des Proteins im Proteasom die
Antigenprasentation, sodass diese Zellen der Immunabwehr durch die zytotoxischen
T-Zellen entgehen [43]. In Untersuchungen von mononuklearen Zellen des peripheren
Blutes bei gesunden EBV-Tragern konnte gezeigt werden, dass bis zu 2% aller CD8*-T-
Zellen zur Aufrechterhaltung der EBV-Immunkontrolle der lytischen oder latenten Antige-
ne gebraucht werden [44], um das dynamische Gleichgewicht zwischen B-Zell-Pro-
liferation und -Lyse aufrechtzuerhalten.

Der Latenz-Typ Il findet sich, auBer bei der IM, bei der Lymphoproliferativen Erkrankung
nach Transplantation (PTLD) und den immortalisierten lymphoblastoiden Zelllinien, die
durch in vitro Infektion mit EBV induziert werden kdnnen. Latenz-Typ | mit Expression von
EBNA1, EBER1 und EBER2 wird haufig beim BL beobachtet. Sind zuséatzlich noch LMP1
und LMP2 exprimiert, entspricht das dem Latenz-Typ Il, der charakteristisch fur das NPC
sowie fur Hodgkin- und T-Zelllymphome ist [2]. Die Anpassung des Virus an wirtsspezifi-
sche Besonderheiten und nachgewiesene atypische Genexpressionsmuster z. B. im BL,
sprechen fir einen dynamischen Prozess der Expression der Latenz-Gene, daher ist die
Einordnung in verschiedene Latenztypen nur als vereinfachtes Modell zu verstehen [45].

Es wird angenommen, dass ein Antigenstimulus die Ausreifung der ruhenden Memory-B-
Zelle zur Plasmazelle bewirkt, Uber zellulare Veranderungen zu einer Reaktivierung im
Oropharynx und zum Ubergang in die lytische Phase der Infektion mit Ausschiittung infek-
tioser Partikel fihren kann [32, 41, 46].

1.3 Epidemiologie

Hauptansteckungsquelle ist der Speichel infizierter Personen. Selten kommt es durch
Genitalsekrete, nach Organtransplantation oder durch Blutzellen zur Virustbertragung
[47, 48]. Die Durchseuchung der adulten Weltbevélkerung mit EBV wird mit mehr als 95%
angegeben [49], wobei diese Rate stark vom Alter und sozialékonomischen Status ab-
hangig ist [14]. In den nichtindustrialisierten Landern lauft bei mehr als 95% der Bevolke-
rung die EBV-Infektion bereits im Kleinkindalter ab [48]. Hingegen wird in den Industrie-
landern mit héherem Hygienestandard diese hohe Durchseuchungsrate erst nach einem
zweiten Peak im jungen Erwachsenenalter nach Aufnahme von intimen Kontakten (,Stu-
dentenkusskrankheit”) erreicht. Mehr als 50% der 10-J&hrigen sind in diesen Landern
seronegativ fir EBV [32].

1.4 Krankheitsbilder

Erste Symptome kénnen ca. 2-6 Wochen nach Ansteckung auftreten [50]. Findet die Pri-
marinfektion mit EBV in den ersten Lebensjahren statt, verlauft diese in der Regel asymp-
tomatisch oder mit unspezifischen Symptomen [25]. Insbesondere Kinder kénnen auch
nur mit respiratorischer Symptomatik auffallen [51]. Bei Jugendlichen und Erwachsenen
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hingegen manifestiert sich die Erstinfektion in ca. 50% der Félle mit dem typischen Klini-
schen Bild der IM [49, 52]. EBV ist mit einer Vielzahl von malignen Erkrankungen assozi-
iert [53].

1.4.1 Infektiose Mononukleose (IM, Pfeiffersches Driisenfieber)

Eine IM beginnt haufig mit Prodomalerscheinungen wie Abgeschlagenheit und subfebrilen
Temperaturen. Die klassischen Symptome sind Fieber (meist intermittierend), Tonsillo-
pharyngitis mit grau-weiBen Stippchen oder Beldgen und eine zervikale oder generalisier-
te Lymphadenitis, welche haufig mit dem Auftreten von > 10% atypischer Lymphozyten
(aktivierte zytotoxische CD8*-T-Zellen, sog. ,Pfeiffer-Zellen) im peripheren Blut einherge-
hen [54]. In 50 bis 75% der Falle wird eine Splenomegalie beobachtet, etwas seltener
eine Hepatomegalie mit Transaminasenerh6hung [47]. Unter Antibiotika-Therapie mit
Aminopenicillinen tritt typischerweise meist ein Arzneimittelexanthem auf. Die IM ist in der
Regel eine selbstlimitierende gutartige Erkrankung. Komplikationen, wie hamolytische
Anamie, Thrombo- oder Granulozytopenie infolge Autoantikérperbildung nach polyklo-
naler B-Zellstimulation [55], neurologische Symptome (Meningitis, Enzephalitis, Guillian-
Barré-Syndrom), Pneumonitis, Milzruptur sowie Peri-/Myokarditis treten sehr selten auf
[14, 48]. Die wenigen beschriebenen Félle einer chronischen Mononukleose mit anhalten-
der Virusreplikation Gber Wochen bis Monate und chronisch oder rezidivierend auftreten-
den Symptomen der Erstinfektion [56] gingen mit unterschiedlich schweren Verlaufen ein-
her. Selten traten schwere Komplikationen wie Leberversagen, Perikarditis, ZNS-
Beteiligung und Obstruktion der Atemwege auf.

1.4.2 EBV-assoziierte Erkrankungen

Das onkogene Potential des EBV war schon friih anhand von Untersuchungen des BL
bekannt. Beim Immungesunden ist die Assoziation von EBV mit dem NPC und mit dem
BL gut untersucht. Unter Immunsuppression aufgrund angeborener oder erworbener Im-
mundefekte werden haufig lymphoproliferative Erkrankungen mit EBV in Zusammenhang
gebracht. Zusatzlich zu den nachfolgend beschriebenen Erkrankungen werden in der Lite-
ratur ursdchliche Verbindungen zwischen EBV mit Autoimmunerkrankungen (Multip-
le Sklerose, Rheumatoidarthritis, Systemischer Lupus erythematodes) und Karzinomen
wie z. B. dem Magenkarzinom diskutiert [57-60].

1.4.2.1 Orale Haarleukoplakie

Diese orale, meist asymptomatische Manifestation tritt hauptsachlich bei Patienten mit
Acquired Immune Deficiency Syndrom (AIDS) auf. Insbesondere an den lateralen Zun-
genrandern finden sich durch Hyperplasie des Plattenepithels weil3liche Streifen, die nicht
abwischbar sind. Die Erkrankung scheint durch EBV-Replikation im Mundschleim-
hautepithel ausgelést zu werden. EBVDNA ist in den Zelllasionen vorhanden [6]. In selte-
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nen Fallen kann die Erkrankung auch bei Immunsuppression anderer Genese auftreten
[61]. Die hyperkeratotische, gutartige Lasion kann als erstes klinisches Anzeichen einer
Infektion mit dem Humanen Immundefizienz-Virus (HIV) beobachtet werden oder aber ein
Fortschreiten der HIV-Erkrankung zum AIDS anzeigen [6].

1.4.2.2 X-linked lymphoproliferatives Syndrom (XLP)

Eine Sonderstellung nimmt das X-chromosomal rezessiv vererbte lymphoproliferative
Syndrom, auch Duncan's Disease oder Purtilo-Syndrom genannt, ein. Es handelt sich um
einen seltenen angeborenen Immundefekt, der haufig bei Jungen im Kleinkindalter auf-
grund einer Stérung der Immunantwort gegeniber EBV zu einer akuten IM mit lebensbe-
drohlichem Verlauf und meist letalem Ausgang fiihrt [62, 63]. Die Uberlebenden haben
ebenfalls eine schlechte Prognose und versterben meist an den Spéatfolgen (maligne
Lymphome, Hypogammaglobulindmie).

1.4.2.3 Burkitt-Lymphom (BL)

Das BL ist ein B-Zelllymphom mit einer extrem hohen Proliferationsrate. BL werden unter-
teilt in endemische, sporadische und AlDS-assoziierte Formen [64]. Die endemische Form
wird vor allem bei Kindern im Alter zwischen 4 und 10 Jahren in den stark von Malaria
betroffenen Gebieten Afrikas und Neu-Guineas beobachtet [65]. Bei dieser Variante be-
steht zu 95% der Falle eine Assoziation mit dem EBV [64, 66] und es kommt haufig zu
einer Tumorbildung im Kieferbereich. Das sporadische BL ist nur in 10-25% mit EBV as-
soziiert, kommt weltweit bei Kindern und jungen Erwachsenen vor und zeigt hdufig Mani-
festationen im lleozdkalbereich, an den Nieren, den Ovarien, den Mammae und im ZNS
[67, 68]. Die mit Immundefizienz assoziierte Form findet sich bei HIV-Infizierten h&ufig als
Abdominaltumor, wobei eine EBV-Assoziation von 25-40% in diesen Féllen beschrieben
wird [68]. Die pathogenetische Rolle des EBV in der Tumorentstehung ist letztlich noch
nicht vollstandig geklart [26]. Ein charakteristisches Merkmal nahezu aller Varianten des
BL sind Chromosomentranslokationen des Protoonkogens c-myc, am haufigsten von
Chromosom 8 auf Chromosom 14, seltener wird c-myc in einen Immunglobulin-Lokus auf
Chromosom 2 oder 22 verlagert und Gberexprimiert [68-70]. Durch die Dysregulation des
Proto-Onkogens c-myc wird die betroffene Zelle in einen Zustand permanenter Proliferati-

on versetzt.

1.4.2.4 Nasopharynxkarzinom (NPC)

Das NPC ist ein schnell infiltrierend und metastasierend wachsender Tumor epithelialen
Ursprungs. Histologisch werden verhornendes oder nicht verhornendes differenziertes
Plattenepithelkarzinom (Typ 1/2) und das nicht verhornende undifferenzierte Karzinom
(Typ 3), auch Schmincke-Tumor genannt, unterschieden. Das NPC tritt endemisch in
Sudostasien, Sudchina, Nordafrika und in Alaska auf. Im Stden Chinas betragt die Inzi-
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denz des NPC 25-55/100.000 Personen/Jahr [71], wahrend es in nichtendemischen Ge-
bieten wie z. B. in den USA und Westeuropa nur sporadisch auftritt. In Stidchina sind 97%
aller NPC Schmincke-Tumore (Typ 3). Im Gegensatz dazu herrscht in den westlichen
Industriestaaten zu 75% der Typ 1 vor [72]. Wahrend sich in nahezu allen schlecht diffe-
renzierten oder anaplastischen Typ 3-Karzinomen EBV in den Tumorzellen nachweisen
lieB, waren die Typ 1-Karzinome in der Regel EBV-negativ [25, 73]. Die Haufung des NPC
in China wird neben dem onkogenen EBV mit dem Auftreten bestimmter HLA-Kon-
stellationen und dem Genuss von nitrosaminhaltigem Fisch sowie bestimmten Krautern in

ursachlichen Zusammenhang gebracht [74-76].

Alkohol- und Nikotinkonsum erhdhen das Risiko fur das Entstehen von NPC [77-81]. In
der Literatur wurde beschrieben, dass erhdhte Antikérper-Titer insbesondere Immunglo-
bulin A-(IgA)-Antikérper gegen EBV-Strukturproteine der Entwicklung eines NPC voraus-
gehen [82-85]. Ein Titeranstieg von IgA-Antikérpern gegen Virus Capsid Antigene (VCA)
und die Anwesenheit von EA-IgA-Antikérpern nach Therapie wurden als erster Hinweis
auf ein Rezidiv gewertet [25, 86]. Heute wird die Plasma-Viruslast, bestimmt mittels poly-
merase chain reaction (PCR), zur Erstdiagnose und als Marker der Tumorlast unter The-
rapie eingesetzt [53].

1.4.2.5 Hodgkin Lymphom (HL)

Das HL ist die haufigste maligne Erkrankung des lymphatischen Systems in der westli-
chen Welt [87]. Gekennzeichnet ist es histologisch durch eine kleine Anzahl typischer
einkerniger Hodgkin- oder mehrkerniger Sternberg-Reed-Zellen (<1-2%) umgeben von
entziindlichem Infiltrat, welches zum (berwiegenden Teil aus CD4*-T-Lymphozyten be-
steht [1, 88, 89].

Das HL entsteht vorzugsweise bei jungen Erwachsenen in Lymphknoten des Halsbe-
reichs. Der hdchsten Inzidenz im Alter zwischen 25 bis 30 Jahren folgt ein zweiter Erkran-
kungsgipfel nach dem 45. Lebensjahr [90]. EBV wird seit langem eine begunstigende Rol-
le far die Entstehung des HL zugesprochen [91, 92]. Jedoch auch Patienten mit Immun-
defizienz haben ein erhdhtes Erkrankungsrisiko. Patienten mit spater EBV-Exposition, die
mit dem typischen Bild der IM erkrankten, hatten ein 3- bis 4-fach héheres HL-Risiko [93,
94]. Histologisch werden das noduldre Lymphozyten-pradominante HL (NLPHL) und das
klassische HL unterschieden (CHL). Das CHL wird in Abh&ngigkeit von der morphologi-
schen Struktur des neoplastischen Infiltrates und des Fibrosegrades in 4 Gruppen unter-
teilt: lymphozytenreicher Typ (LRCHL), Nodulére Sklerose (NSHL), Mischtyp (MCHL) und
lymphozytenarmer Typ (LDHL). In zahlreichen Studien wurde die Assoziation zwischen
EBV und HL untersucht. Wahrend das NLPHL nur selten mit EBV assoziiert war, wurde
haufig ein Zusammenhang zwischen dem EBV und dem MCHL bzw. dem LDHL mit Posi-
tivraten flr EBV von 75 bis 95% gefunden [95, 96]. Die NSHL wird nur in 15 bis 20% der
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Féalle mit EBV assoziiert. Beim LRCHL besteht keine Assoziation zu EBV [5].
1.4.2.6 Lymphoproliferative Erkrankung nach Transplantation (PTLD)

Die PTLD umfasst das breite Spektrum der lymphoproliferativen Erkrankungen, die nach
Organ- oder Stammzelltransplantation unter starker Immunsuppression auftreten kdnnen.
Die klinische Prasentation reicht von Symptomen der IM Uber die benigne polyklonale
lymphoide Hyperplasie bis hin zu malignen monoklonalen Lymphomen [87]. Bei Immun-
suppression kommt es, besonders nach Organtransplantation, zur Stérung des Gleichge-
wichtes zwischen viraler Aktivitat in den Memory-B-Zellen und der Kontrolle des EBV
durch die zytotoxischen T-Zellen. Zur Friherkennung einer PTLD ist die Quantifizierung
der EBVDNA im peripheren Blut in regelméBigen Absténden hilfreich [97-99]. Das Risiko
an PTLD zu erkranken, liegt je nach Transplantationstyp zwischen 0,5 bis 20% [100]. Die
Inzidenz ist neben der Art des transplantierten Organs abhéngig von der immunsuppres-
siven Therapie, vom EBV-Serostatus und dem Patientenalter [101]. Kinder, die zum Zeit-
punkt der Transplantation noch seronegativ fir EBV sind, haben ein 1- bis 4-fach héheres
Risiko an einer PTLD zu erkranken [102, 103]. Ein seronegativer Empfénger, der ein
EBV-positives Organ erhalt, entwickelt bis zu 24mal haufiger eine PTLD [104-107]. Die
gréBte Anzahl der PTLD (85%) wird durch B-Zell-Proliferationen, in denen zu 90% EBV
nachgewiesen werden kann, hervorgerufen [101]. Die 14% T-Zell-proliferierender PTLD
hingegen waren nur zu 40% EBV-positiv. Ca. 1% der PTLD machen NK-Zell- und Plas-

mazell-Proliferationen aus.

1.5 Differentialdiagnosen

Aufgrund der Vielgestaltigkeit des klinischen Bildes einer akuten EBV-Infektion und der
Uberlappenden Symptomatik mit vielen anderen Krankheiten ist eine sichere serologische
Diagnosestellung wichtig. So muss eine harmlose, selbstlimitierende EBV-Infektion beim
Immungesunden von schweren Erkrankungen, wie einer akuten HIV-Infektion, einem
Lymphom oder einer akuten Leukamie, die haufig im typischen Erkrankungsalter einer
akuten IM auftritt, sicher abgegrenzt werden [48, 108-110]. Bei unspezifischer grippedhn-
licher Symptomatik oder Lymphadenopathie sind des Weiteren Toxoplasmose, Cyto-
megalie, Roételn, Mumps, Brucellose, Parvovirus B19- und Humanes Herpesvirus 6-
Infektionen in Betracht zu ziehen [109]. In der Kindheit ist zwar EBV die haufigste Ursache
fir eine IM, dennoch sind 7 bis 10% der Félle einer akuten Cytomegalievirus-(CMV)-
Infektion geschuldet [48, 111-113]. Eine haufig zu Beginn der IM im Vordergrund stehen-
de Tonsillitis sollte mdglichst schnell von einer A-Streptokokken-Angina, welche regelhaft
antibiotisch zu behandeln ist, unterschieden werden. Bei hepatischen Begleiterscheinun-
gen sind zuséatzlich die Hepatitis-Viren abzuklaren [51].

Waéhrend es keine sicheren Angaben zu fetalen Risiken bei EBV-Priméarinfektion in der
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Schwangerschaft gibt, wohl auch der bereits sehr hohen Durchseuchungsrate in dem Al-
ter geschuldet, sind hingegen die fetalen Risiken fir CMV-, Toxoplasma gondii-, Rételn-
oder Parvovirus B19-Erstinfektionen wéhrend der Schwangerschaft gut bekannt. Eine
differentialdiagnostische Abklarung ist hier nicht nur bei Schwangeren, sondern auch un-
ter Immunsuppression von groBBer Bedeutung. Mdgliche Koinfektionen, wie sie gelegent-
lich z. B. als CMV- und EBV-Doppelinfektionen vorkommen, sollten bedacht und mittels
Serologie, ggf. inklusive Aviditatsmessung, abgeklart werden [51, 112, 114, 115]. Bei iso-
liert auftretender respiratorischer Symptomatik kommen differentialdiagnostisch viele an-
dere Viren, wie das Rhino-, Corona-, Respiratorische Synzytial-, Parainfluenza- oder In-
fluenzavirus ursachlich in Betracht [48].

1.6 EBV-Diagnostik beim Immungesunden

In der EBV-Diagnostik kommen unspezifische und spezifische Antikdrpernachweise zum
Einsatz. Eine relative Lymphozytose mit reichlich atypischen Lymphozyten (> 10%) im
Differentialblutbild, haufig begleitet von Transaminasenerhéhungen, kann ein Hinweis auf
eine akute EBV-Priméarinfektion sein [48, 116].

1.6.1 Unspezifische heterophile Antik6rper

Der Nachweis von heterophilen IgM-Antikérpern mittels Agglutinationsreaktion von z. B.
Schafs- oder Pferdeerythrozyten mit Patientenserum hat heute kaum noch Bedeutung in
der EBV-Diagnostik, da die Sensitivitat des Testes stark abhangig von Symptomdauer als
auch vom Patientenalter ist. Innerhalb der ersten Krankheitswoche bilden nur rund die
Halfte aller Jugendlichen und Erwachsenen heterophile Antikérper. In der Altersgruppe
unter 2 Jahren erreicht der Nachweis bei EBV-Primérinfektion nur eine Sensitivitat von
10 bis 30% [117, 118]. Fir die Interpretation kommt erschwerend hinzu, dass bei 20% der
Patienten der Nachweis flr 1 bis 2 Jahre persistiert [119] und eine positive Reaktion auch
im Rahmen der 5 bis 10% mononukleoseartiger Erkrankungen anderer Genese (z. B.
CMV, Rételn, Parvovirus B19, HIV) oder bei Autoimmunerkrankungen auftreten kann [46,
120- 123]. Aufgrund der eingeschrankten Sensitivitét ist insbesondere bei Kindern ein
negativer Test diagnostisch wenig richtungsweisend, aber auch ein positiver Nachweis
bedarf weiterer Abklarung.

1.6.2 Spezifische EBV-Antikorper

Um beim Immunkompetenten im héchsten Mal3e zwischen Primarinfektion, zurlckliegen-
der Infektion und Seronegativitat zu differenzieren, werden heute EBV-spezifische 1gG-
und IgM-Testverfahren unter regelhaftem Einsatz mehrerer Antigene, die vom Virus in
bestimmten Infektionsphasen exprimiert werden (Early-Antigene (EA), virale Capsid-
antigene (VCA) und Epstein-Barr nukledre Antigene (EBNA)) in der Routinediagnostik
kombiniert. Die typischen Kriterien einer aktiven Infektion mit Nachweis von IgM-Anti-
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kérpern bzw. signifikantem 1gG-Antikdrper-Titeranstieg sind nur bedingt anwendbar [124].
Die Zugehdrigkeit des EBV zu den langsam wachsenden Gamma-Herpesviren erklart die
z. T. langwierigen serologischen Verlaufe, welche von der Seronegativitat bis zur serolo-
gischen Ausheilung mit Ausbildung von EBNA1-1gG-Antikérpern nicht selten bis zu einem
halben Jahr mit entsprechend schleichenden Anderungen in Anspruch nehmen.

Der zeit-, kosten- und arbeitsintensive Immunfluoreszenztest (IFT), welcher lange Zeit als
Goldstandard galt, ist heute weitestgehend z. B. von den Enzyme Linked Immuno-
sorbent Assays (ELISA) bzw. Chemolumineszenz-Testen (CLIA) aufgrund vergleichbarer
Leistungen bei deutlicher Zeitersparnis besonders in den automatisierten Hochdurch-
satzlaboren verdrangt worden [125, 126]. Wie der Vergleich von vier handelstblichen En-
zym-Immunoassays mit einem Immunfluoreszenzassay in der Studie von B. Gértner et al.
jedoch zeigte, schwankt die Qualitdt der kommerziellen EIA-Teste von Hersteller zu Her-
steller bei der Vielzahl der unterschiedlichen verwendeten Antigene einschlieBBlich der
Antigenaufbereitungen (gereinigte native oder rekombinante Proteine, synthetische Pepti-
de u.a.) und fehlender Standardisierung [127]. In der Routinediagnostik empfiehlt sich
daher der Einsatz sich erganzender Teste unter Nutzung verschiedener Antigene und
Methoden (z. B. EIA, Immunoblot). Aber auch bei Verwendung der gleichen Antigene ei-
nes Herstellers, wie von Ory et al. anhand des synthetischen Peptid p18 in den IgM-
DiaSorin-Assays (CLIA und ELISA) beschrieben, zeigten sich deutliche Unterschiede in
den Sensitivitdten von Uber 20%, die vermutlich auf verschiedene Verdinnungen zurtick-
zufithren waren [113]. Ubereinstimmend berichteten Feng et al., dass der VCA-IgM-CLIA
von DiaSorin verglichen mit dem VCA-IgM-ELISA deutlich sensitiver ist [128].

Bei ca. 80% der in der Laborroutine auf EBV getesteten Proben ist die serologische Ein-
ordnung aufgrund eindeutiger Konstellationen [108], infolge der detektierten Antikérper
und deren Titerhdhen mittels der zum Screening z. B. verwendeten ELISA- bzw. CLIA-
Testen sicher zu stellen. Zur rationellen EBV-Diagnostik beim Immungesunden ist meist
ein Test-Profil von nur drei EBV-spezifischen Antikérpern ausreichend [129-131]. Der
Nachweis beschrankt sich dabei auf IgG- als auch IgM-Antikérper gegen VCA und 1gG-
Antikérper gegen das EBNA1 [127].

Da EA-IgG-Antikérper nicht nur bei Primérinfektionen und Reaktivierungen, sondern auch
bei immungesunden Tragern wie z. B. Blutspendern und Sportlern nachgewiesen wurden,
spielt der EA-IgG-Nachweis bei einigen Autoren nur noch eine untergeordnete Rolle [122,
127, 132, 133]. Eine Reaktivierung verlauft zudem beim Immungesunden inapparent [134]
und unter Immunsuppression ist die PCR das geeignete diagnostische Mittel [135]. De
Pascale untersuchte anhand von 28 Proben mit akuter und 102 Seren mit zurlickliegender
EBV-Infektion, die isoliert fir VCA-IgG-Antikdrper positiv waren (EBNA1-IlgG und VCA-
IgM negativ), den Nutzen der zusétzlichen Bestimmung von EA-D-IgG im ELISA. In der
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Studie wurden bei 89% der Seren mit akuter EBV-Infektion EA-D-1gG reaktiv gemessen,
hingegen waren es nur 11,8% der Seren mit zurlickliegender Infektion. Dieser signifikante
Unterschied zeigte, dass der zusatzliche Nachweis von EA-D-1gG trotz 20 bis 30% EA-D-
Persistenzen beim Immungesunden oder Nachweis bei Reaktivierungen dennoch hilfreich
fur die Diagnose der akuten EBV-Infektion sein kann [130].

1.6.2.1 Eindeutige serologische Konstellationen

Die klassische serologische Konstellation einer akuten EBV-Primarinfektion zeigt nicht
detektierbares EBNA1-IgG in Kombination mit meist gleichzeitigem Nachweis von VCA-
IgM und -1gG, wobei VCA-IgG, wie auch in der Studie von |. Farber et al. gezeigt, in der
Regel im niedrigtitrigen Bereich liegt [125]. Die klassische langer zurtckliegende EBV-
Infektion ist durch den kombinierten Nachweis von VCA- und EBNA1-IgG bei negativem
VCA-IgM-Befund gekennzeichnet [49]. EBNA1-IgG wird gewdhnlich frihestens vier Wo-
chen nach Erkrankungsbeginn gebildet und kann daher als serologischer Spatmarker in
der Regel eine frische Primérinfektion ausschlieBen [51, 109, 110, 136]. Durch Verwen-
dung von z. B. vier Screening-Testen (auf VCA-IgG, VCA-IgM, EA-D-IgG und EBNA1-
IgG) und den Test auf heterophile Antikérper werden 32 mdgliche serologische Muster
generiert, die eine Herausforderung flr den Befunder darstellen [49, 137], da zwischen
Seronegativitat, eindeutiger Primarinfektion und zurilckliegender Infektion eine Vielzahl
atypischer oder mehrdeutiger serologischer Konstellationen vorkommen.

1.6.2.2 Atypische oder mehrdeutige serologische Konstellationen

Eine Verlaufsstudie von Schillinger et al. zeigte, dass in mehr als 20% der untersuchten
Félle von EBV-Primérinfektionen keine VCA-IgM-Antikérper nachweisbar sind. VCA-IgM
wird zwar meist kombiniert mit VCA-IgG bei einer Priméarinfektion detektiert, kann aber
vereinzelt auch vor oder erst nach dem VCA-IgG auftreten [132, 136]. Erschwerend fiir
die serologische Diagnostik ist, dass VCA-IgM nur kurzzeitig, aber auch tber viele Monate
persistierend nachweisbar sein kann [32, 51, 108, 109]. De Pascale berichtete, dass VCA-
IgM noch nach 80 Wochen zusammen mit EBNA1-1gG erkannt wurde [130]. Entscheidend
fir den VCA-IgM-Nachweis ist, welches Antigen im Test verwendet wird, denn Anti-
VCA p18 wird gewdhnlich etwas spater als z. B. Anti-VCA gp125 gebildet [131] und per-
sistiert haufig l1anger. In den ELISA- oder CLIA-Testen wird jedoch oft VCA p18 in den
IgM- als auch in den IgG-Testen verwendet, da sich herausstellte, dass VCA p18-IgM
ausreichend frih wahrend der akuten Priméarinfektion gebildet wird [128, 138]. Berth und
Bosmans zeigten jedoch in ihrer Studie anhand des Vergleichs von drei automatisierten
Immunoassay-Verfahren, die in der IgM-Analyse VCA p18 p19 verwendeten, mit einem
IgM-Immunoblot, auf dem auch VCA gp125 eingesetzt wurde, dass eine Implementierung
des VCA gp125 in den IgM-Assays die Sensitivitat zum Nachweis einer Primarinfektion

verbessern wirde [139].
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Nicht selten erschweren kreuzreagierende oder unspezifische IgM-Nachweise, insbeson-
dere im Rahmen der akuten CMV-Primarinfektion, Toxoplasmose, HIV- oder Parvo-
virus B19-Infektion die Diagnostik [110, 124, 137, 139-141]. Ein negatives IgM schlief3t
eine akute Infektion zu einem hohen Prozentsatz aus, aber ein positives IgM sollte sehr
vorsichtig interpretiert werden [108, 139].

Wahrend VCA-IgG als Durchseuchungsmarker in der Regel lebenslang nachweisbar ist,
kann es unter Immunsuppression zum Verlust von EBNA1-IgG kommen. Eine weitere
Besonderheit ist, dass mehr als 5% der Infizierten niemals IgG-Antikdrper gegen EBNA1
ausbilden [108, 109, 132]. Weder der Nachweis von VCA-IgM noch das Fehlen von EB-
NA1-1gG kénnen somit sicher eine Primarinfektion beweisen [142]. In Studien werden bei
ca. 2,4 bis 8% aller Patienten nur isoliert VCA-IgG-Antikérper in den Srceening-Testen
nachweisbar [131, 137, 143], was sowohl bei akuter als auch nach zurtickliegender Infek-
tion in Abhangigkeit vom Studiendesign in unterschiedlichen Haufigkeiten auftreten kann.
De Paschale et al. zeigten anhand von 24.422 Proben ambulanter Patienten mit vermute-
ter EBV-Infektion, dass mit zunehmenden Lebensalter die Haufigkeit des isolierten VCA-
IgG-Nachweises ansteigt. Im Alter zwischen 1 bis 10 Jahren waren es 4,5%, welche vor
allem mit einer akuten Infektion assoziiert waren. Jedoch lag in 1/3 der Falle auch eine
zurtickliegende Infektion vor. Das isolierte VCA-IgG-Antikdrper-Muster (9% bei Patienten
> 60 Jahre) war beim Erwachsenen hauptséchlich assoziiert mit einer zurlickliegenden
Infektion [143].

Ein weiteres diagnostisches Problem bereiten die ca. 1% isoliert EBNA1-IgG-positiven
Seren nach zuriickliegender Infektion bei denen keine VCA p18-lgG-Antikdrper nach-
weisbar sind [137, 144], um diese von unspezifischen EBNA1-IgG-Nachweisen abzugren-
zen. Eine Untersuchung von De Paschale zeigte, dass ein isoliert auftretendes EBNA1-
IgG so gut wie nie vorkommt und die Detektion von VCA-IgG-Antikérpern vom eingesetz-
ten Antigen und der Testmethode abhangt. So konnte er in allen 23 Seren mittels Immu-
noblot VCA p23-1gG und in 56,6% der Proben auch eine positive VCA p18-IgG-Bande
(rekombinant hergestelltes Antigen) nachweisen, wahrend im ELISA-Screening mit dem
synthetisch hergestellten VCA p18 nur ca. 19% schwach positive IgG-Nachweise erbracht
wurden [144].

Neben dem isolierten Auftreten der drei Screening-Parameter, bereitet auch in einer Hau-
figkeit von ca. 5% das gleichzeitige Auftreten von EBNA1-1gG, VCA-IgG und -IgM diag-
nostische Schwierigkeiten [134, 137, 143, 145]. Hier kommen differentialdiagnostisch eine
Vielzahl méglicher Ursachen in Betracht: akute Infektion mit atypisch frihem bzw. unspe-
zifischem EBNA1-IgG [134], kirzliche Infektion mit schon nachweisbarem EBNA1-1gG,
IgM-Nachweis bei Reaktivierung, kreuzreagierende/unspezifische IgM-Antikérper im
Rahmen anderer akuter Infektionen (z. B. CMV, Toxoplasmose, HIV, Parvovirus B19,
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Hepatitis) oder persistierende IgM-Antikdrper nach zurlckliegender EBV-Infektion [116,
118]. So fanden auch Nystad und Myrmel in ihrer Studie bei 12 von 18 Patienten mit EBV-
Primarinfektion unspezifische EBNA1-IgG-Nachweise im EIA, die nicht mittels Immunoblot
bestatigt werden konnten [134].

Da die Immunantwort in der EBV-Serologie ein hohes Maf3 an Variabilitat aufweisen kann
[132], werden zur weiteren Abklarung nicht klassischer Ergebniskonstellationen in den
Screeningtesten insbesondere der IgG- und zusatzlich der IgM-Immunoblot oder aber die
IlgG-Aviditatsmessung zur Einordnung des Befundes eingesetzt.

1.6.2.3 EBV Line Immunoblot

Die Einflhrung der Lineassay-Testverfahren unter Nutzung verschiedener rekombinant
hergestellter oder aufgereinigter nativer Antigene, revolutionierte die bisherige serologi-
sche EBV-Diagnostik und der IFT als Goldstandard wurde abgelést [132]. Durch die Ver-
wendung verschiedener viraler Capsidantigene (z. B. VCA gp125 und VCA p18) zusatz-
lich zum EBNA1 auf den IgG-Teststreifen lasst sich anhand eines Grundmusters, nach
dem die serologische Antwort haufig ablauft, die EBV-Infektion meist in einer einzigen
Bestimmung einer Infektionsphase zuordnen [146].

Tabelle 1.1: Schematisierter Ablauf einer idealisierten Immunantwort nach EBV-
Primarinfektion unter Verwendung der Antigene VCA p18, VCA gp125, EBNA1 und EA-D
im EBV Lineassay

+ (+) (+)
++ + + +
frisch ++ (+) ++ ++ (+) +
+4+ + ++ ++ + ++
++ ++ ++ ++ + ++
++ ++ + ++ ++ ++
kirzlich + + + + ++ ++
+ + + + ++ ++ (+)
+ + + ++ ++ (+)
+ + ++ + +
(+) + +++ + ++
zuriickliegend ot 4+
++ ++
+

Wahrend bei einer Primarinfektion VCA gp125-1gG schon haufig bei Symptombeginn
nachweisbar ist, rasch ansteigt und danach meist auf niedrigere Titer abfallt, treten die
VCA p18-lgG-Antikdrper mit zeitlicher Verzégerung auf [108, 109] und nehmen im Verlauf
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an Intensitat zu. Es findet sich daher auf dem IgG-Test der Lineassays bei den frischen
EBV-Primarinfektionen h&ufig isoliert Anti-VCA gp125 oder in Kombination mit Anti-EA-D.
Bei bereits nachweisbarer VCA p18-lgG-Bande hat diese eine deutlich schwéachere Inten-
sitat als die VCA gp125-IgG-Bande. Im weiteren Verlauf nimmt die Konzentration an
VCA p18-1gG zu, sodass bei den kurzlich zurlickliegenden Infektionszeitpunkten haufig
gleich starke VCA-lgG-Banden detektiert werden. Nach langer zuriickliegender EBV-
Infektion findet sich meist ein VCA-IgG-Bandenverhéltnis mit Uberwiegender VCA p18-
lgG-Antwort gegentiber der VCA gp125-IgG-Reaktivitdt oder nur noch eine isolierte
VCA p18-lgG-Bande in der Regel in Kombination mit dem Nachweis von EBNA1-IgG. Ein
schematisierter Ablauf einer idealisierten Immunantwort einer EBV-Primarinfektion, unter
Verwendung der Antigene VCA pi18, VCAgp125, EBNA1 und EA-D in einem
EBV Lineassay, ist in Tabelle 1.1 dargestellt.

Im Vergleich zu den Screening-Testen ist der EBNA1-Nachweis mittels IgG-Immunoblots
deutlich sensitiver. Die Verwendung des Line Immunoblots mit homogener Konzentrati-
onsverteilung bei immer gleicher Bandenbreite bietet zusatzlich den Vorteil einer Antikoér-
perquantifizierung mittels Scantechnik [109]. Die Ausbildung des zweiten serologischen
Spatmarkers (VCA p18-IgG) unterbleibt nur in sehr wenigen Ausnahmefallen und im Ge-
gensatz zum noch spéter gebildeten EBNA1-IgG wird er unter Immunsuppression nicht
sekundér negativ [116]. So kann bei fehlender EBNA1-1gG-Bildung oder sekundarem Ver-
lust von EBNA1-IgG Uber den starken Nachweis einer VCA p18-lgG-Bande eine ganz
frische Primarinfektion ausgeschlossen und Fehldiagnosen vermieden werden [108, 116].
Bei Seropositivitat bietet das Fehlen der beiden Spatmarker (EBNA1-IgG und VCA p18-
IgG) einen Hinweis auf eine akute Infektion [147].

Das Bandenverhéltnis der VCA-IgG-Antikdrper zueinander kann eine weitere wichtige
Entscheidungshilfe zur zeitlichen Einordnung einer EBV-Infektion sein, dennoch gibt es
unterschiedliche Ergebnisse der nachweisbaren Immunantworten bei Verwendung von
Line-Immunoblots verschiedener Hersteller in Abhangigkeit der verwendeten Antigene
und deren Aufbereitungen. Mit dem EBV Line IgM Immunoblot werden bei Primérinfektio-
nen haufig Anti-VCA gp125 und Anti-EA-D nachgewiesen, jedoch wird auch VCA p18-IgM
bereits im frlhen Stadium der Infektion detektiert. Da VCA p18-IgM erfahrungsgeman
sehr lange nach einer Infektion persistieren kann und im Rahmen anderer Primérinfektio-
nen, insbesondere bei CMV-Primérinfektion, sowohl VCA p18- als auch VCA gp125-IgM
mittels Immunoblot im Rahmen einer Kreuzreaktivitdt nachweisbar sein kénnen, kann

anhand des Musters im IgM-Immunoblot keine EBV-Primarinfektion diagnostiziert werden.

Die Interpretation der EBV-Serologie setzt eine groBe Erfahrung des Befunders hinsicht-
lich der Kenntnis von Besonderheiten der verwendeten Teste voraus. Fir die EBV-
Serologie lasst sich kein allgemeingdiltiges starres Interpretationsschema anwenden, da
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die serologischen Immunantworten nicht nur testabhéngig, sondern auch individuell sehr

unterschiedlich ausfallen kbnnen.

Die zusatzliche Nutzung insbesondere des IgG-Line-Immunoblots als ergadnzenden Test
zum Screening-Suchprofil mit seinen frihen (z. B. VCA gp125 und EA) und spéten
(VCA p18 und EBNA1) Antigenen, dem Verhaltnis der detektierten VCA-Antikérper zuei-
nander und der Kenntnis testspezifischer Besonderheiten, wie typische Titerhbhen und
Antikérperrelationen zueinander bei Primérinfektion und der Durchseuchungstiter in den
Screening-Testen, lassen einen erfahrenen Auswerter einen sehr hohen Prozentsatz der
EBV-Serologien schon mittels Erstbefund sicher einordnen. Nur in Ausnahmefallen wird
die Untersuchung der IgG-Aviditat, welche den Reifegrad der IgG-Antikérper im Verlauf
einer Infektion beurteilen kann oder eine langerfristige Verlaufskontrolle notwendig.

Atypisch friihe bzw. unspezifische EBNA1-Nachweise kénnen anhand der Bandenkonstel-
lationen im IgG-Immunoblot erkannt und damit unnétige umfangreiche differentialdiagnos-
tische serologische Abklarungen (wie z. B. CMV, HIV, A-Streptokokken, Toxoplasma
gondii, Bartonella, HHV-6, Parvovirus B19) vermieden werden. Umgekehrt kénnte durch
die Fehldiagnose einer frischen EBV-Infektion bei fehlendem EBNA1-IgG-Nachweis eine
weitere Abklarung z. B. einer akuten HIV-Infektion versaumt werden, obwohl das VCA-
lgG-Bandenverhéltnis zueinander zumindest eine frische Infektion héatte ausschlieBen
kdnnen. Es ist wichtig, schwangerschaftsrelevante Infektionen (z. B CMV, Toxoplasmose,
Parvovirus B19) von einer harmlosen EBV-Primarinfektion in der Erstuntersuchung sicher

zu differenzieren.

1.7 Fragestellung

Um den EBV-Infektionsstatus definieren zu kdnnen, werden zur Routine-Diagnostik regel-
haft mehrere Antigene verschiedener Antigengruppen eingesetzt, die vom Virus in be-
stimmten Infektionsphasen exprimiert werden: EA (Early-Antigene), VCA (Virus-Capsid-
Antigene) und EBNA (Epstein-Barr Virus nukledre Antigene). Dabei besteht jede Gruppe
aus einer Vielzahl von Antigenen mit unterschiedlicher Anzahl von Epitopen. Die von den
Herstellerfirmen genutzte Antigenvielfalt einschlieBlich der Antigen-Aufbereitungen und
die Vielzahl der mdglichen Testmethoden bedingt bei bislang fehlender Standardisierung
zum Teil stark diskrepante Ergebnisse bei einzelnen Seren in der Routine-Diagnostik mit
den handelsiblichen Testen. Anlass zu dieser Studie gab ein Testwechsel von den EBV-
Lineassays der Firma (Fa.) Virotech zur Fa. Viramed in der Routineanalytik des
LADR Zentrallabors Dr. Kramer & Kollegen. Mittels EBV IgG Line Immunoblot der Fa.
Virotech konnte bei den langer zurlickliegenden EBV-Infektionen zumeist das typische
Bandenverhaltnis mit Uberwiegen der VCA p18-lgG- gegeniber der VCA gp125-IgG-
Reaktivitdt nachgewiesen werden. Insbesondere bei den EBNA1-IgG-negativen Seren
und Patienten mit positivem IgM-Nachweis war diese Erfahrung eine wichtige Entschei-
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dungshilfe zur Differenzierung zwischen zurlckliegender, kirzlicher und frischer EBV-
Infektion. Nach dem Testwechsel zum EBV ViraStripe (Viramed) vermuteten wir eine Re-
duktion der Félle von zuriickliegenden EBV-Infektionen mit diesem IgG-Bandenmuster.
Die EBV-Infektion lauft zwar meist nach einem bestimmten serologischen Grundmuster
ab, jedoch kann die Diagnostik im Einzelfall aufgrund einer groBen Variabilitat der Im-
munantwort sehr komplex sein. Eine sichere EBV-Diagnostik ist auch aufgrund polyklonal
stimulierter, kreuzreagierender oder auch lang persistierender IgM-Nachweise in der Erst-
untersuchung der Patientenseren nicht immer mdglich. Ein verlasslicher Nachweis be-
stimmter Bandenkonstellationen im IgG-Immunoblot kénnte hilfreich sein, um zumindest
eine ganz frische Infektion eher unwahrscheinlich zu machen. Daher wurde nach Diskus-
sion mit der Fa. Viramed vereinbart, einen Methodenvergleich der beiden kommerziellen
EBV-Immunoblots unter zeitgleicher Austestung eines Forschungs- und Entwick-
lungsimmunoblots (F&E EBV ViraStripe), welcher eigens von der Fa. Viramed flr diese
Studie hergestellt wurde, durchzufiihren.

In einem ersten Schritt sollten die Seren mit den kommerziell erhéltlichen Immunoblots
der Firmen Virotech und Viramed bezuglich ihres EBV-Serostatus als Material eingestuft
werden, um anschlieBend die erhaltenen Antikérperreaktionsmuster auf eventuelle Unter-
schiede Uberprifen zu kénnen.

Hauptziel der Arbeit war es, mittels dann vergleichender Auswertung des F&E EBV Vira-
Stripe die EBV-Diagnostik zu verbessern. Es sollten eindeutigere EBV-Antikdrper-
reaktionsmuster, insbesondere bei den zuriickliegenden Infektionen, in der Immuno-
blotbewertung erhalten werden. Zur Optimierung des F&E EBV ViraStripe IgG sollte her-
ausgefunden werden, ob mit Verwendung niedrigerer Antigen-Konzentrationen bzw.
durch Einsatz anderer Antigene eine starkere Reaktivitat des VCA p18-1gG bei den langer
zurlckliegenden Infektionen zu erzielen war, ohne dadurch an Sensitivitdt des
VCA gp125-IgG bei den frischen Infektionen einzublBen. Es sollte mit dem
F&E EBV ViraStripe IgG weiter gepruft werden, ob mit einer niedrigeren EBNA1-IgG-
Konzentration die Anzahl atypisch friher bzw. unspezifischer EBNA1-IgG-Reaktivitaten

bei frischen Infektionen zu minimieren und somit die Spezifitét zu verbessern wére.

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war es, unspezifische, kreuzreagierende oder lang persis-
tierende IgM-Nachweise im EBV-Immunoblot unter Beibehaltung oder Erhéhung der diag-
nostischen Sensitivitat bei den frischen EBV-Infektionen durch Verwendung anderer Anti-
gene bzw. anderer Antigenkonzentrationen zu reduzieren. Zur Erhéhung der Spezifitat in
der IgM-Analyse wurden zusétzlich Seren von Patienten mit frischer Toxoplasmose bzw.
CMV-Primérinfektion in die Studie mit einbezogen.
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2 Material und Methoden
2.1 Material

2.1.1 Seren

Einen Uberblick tber die verwendeten Seren gibt Tabelle 2.1.

Im Rahmen von Routine-Blutuntersuchungen auf eine EBV-Infektion wurden ins LADR
Zentrallabor Dr. Kramer & Kollegen, Lauenburger Str. 67, 21502 Geesthacht, Vollblut in
handelsiblichen Serum-Monovetten oder bereits abzentrifugierte Seren zur EBV-Anti-
kérperbestimmung eingesandt. Wahrend des Untersuchungszeitraums April 2011 bis Mai
2011 wurden unter Einhaltung des geltenden Datenschutzes 300 dieser Seren unmittelbar
nach der routinemaBigen Austestung aus dem Kuihlarchiv (4°C) herausgesucht, in ver-
schlieBbare ReaktionsgefaBe Uberflhrt und bis zur weiteren Austestung bei -20°C einge-

froren.

Tabelle 2.1: Ubersicht zu den verwendeten Seren und Immunoblots

EBV IgG/IgM Line Immunoblot (Virotech)
300 bekanntem EBV-Status EBV ViraStripe IgG/IgM (Viramed)
F&E EBV ViraStripe IgG/IgM (Viramed)

frischer bzw. klrzlicher CMV- | EBV ViraStripe IgM (Viramed)

32 Infektion F&E EBV ViraStripe IgM (Viramed)
. EBV ViraStripe IgM (Viramed)

" frischer Toxoplasmose F&E EBV ViraStripe IgM (Viramed)

11 bekanntem EBV-Status EBV ViraStripe IgG/IgM (Viramed)

Zuséatzlich wurden 32 Seren von Patienten mit frischer bzw. kirzlicher Cytomegalievirus-
Infektion und 11 Patientenseren mit frischer Toxoplasma-Infektion aus dem Frostarchiv
des Labors fir Proben mit besonderen Ergebniskonstellationen ausgewahlt und anonymi-
siert. Bis zum Zeitpunkt ihrer Verwendung blieben diese Proben bei -20°C gefroren. Bei
der Auswahl dieser Seren wurde im Vorfeld darauf geachtet, dass in der Routineanalytik
des Labors zuséatzlich eine EBV-Serologie untersucht wurde. Wahrend der laufenden Stu-
die wurden auBerdem 11 Seren mit der Anforderung einer EBV-Serologie nach abge-
schlossener Routineanalytik mittels EBV ViraStripe IgG/IgM im Labor anonymisiert. Diese
Serumproben wurden anschlieBend im Gefrierschrank bei -20°C flr 2 Tage bis zur erneu-
ten Untersuchung verschlossen aufbewahrt. Fir die vorliegende Studie standen somit

insgesamt 354 anonymisierte Seren zur Verfligung.
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2.1.2 Testkits

Cellognost-Mononucleosis
EBV IgG/IgM Line Immunoblot
EBV ViraStripe IgG/IgM
Enzygnost Anti-CMV 1gG/IgM
ETI-EBV-M reverse
ETI-EA-G

ETI-EBNA-G

ETI-VCA-G

F&E EBV ViraStripe 1gG/IgM
LIAISON CMV IgG I
LIAISON CMV IgM Il
LIAISON EA IgG

LIAISON EBNA IgG
LIAISON EBV IgM

LIAISON TOXO IgM
LIAISON VCA IgG

Platelia Toxo IgA TMB
recomBlot CMV 1gG/IgM
VIDAS CMV IgG Avidity
VIDAS Toxo Competition
VIDAS Toxo IgG Il

VIDAS Toxo IgG Avidity
VIDAS Toxo IgM

2.1.3 Gerate

Barcodescanner Quantum T MS 3580
Bee Blot 50

BEP Il

Elektrowarmhalteplatte fir GN 1/1
Gefrierschrank Typ 400771
lonenaustauscher

Kihlschrank Typ 200061

LIAISON

LIAISON XL

Schuttler Promax 2020

Siemens
Virotech
Viramed
Siemens
DiaSorin
DiaSorin
DiaSorin
DiaSorin
Viramed
DiaSorin
DiaSorin
DiaSorin
DiaSorin
DiaSorin
DiaSorin
DiaSorin
BIORAD
Mikrogen
bioMérieux
bioMérieux
bioMérieux
bioMérieux
bioMérieux

Metrologic

Bee Robotics Ltd
Siemens
Bartscher
Liebherr

SG

Liebherr
DiaSorin
DiaSorin
Heidolph
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Vidas bioMérieux
Viracam mit Virascan-2.07 Software Viramed
Zentrifuge Rotixa 50 RS Hettich
2.1.4 Sonstige Materialien

Combitips advanced 5ml Eppendorf
EBV ViraStripe IgG/IgM/IgA Negative Control Viramed
EBV ViraStripe IgG/IgM Positive Control Viramed
EBV ViraStripe IgG/IgM Weak Positive Control Viramed
Einzelinkubationswannen 50 Rinnen V-UVNUIG Viramed
Eppendorfpipette 10-100 pl Eppendorf
Eppendorfpipette 100-1000 pl Eppendorf
Eppendorfpipettenspitzen 100 pl Eppendorf
Eppendorfpipettenspitzen 1000 pl Eppendorf
Messzylinder 1000 ml Simax
Multipette plus Eppendorf
Plastikpinzette Semadeni
Reagenzienbehalter 1000 ml Nalgene
Reaktionsgefal 2 ml Eppendorf
Virasorb-RF-Absorbens Viramed
Zentrifugenrdéhre 50ml Sarstedt

2.2 Methoden

2.2.1 Probengewinnung und Datenerhebung

Jede im Labor eingehende Probe wurde mit einem Barcode und einer 10-stelligen Num-
mer versehen. Diese Kennzeichnung allein ermdglichte keine Patientenidentifikation. Eine
Zuordnung des Materials zum Patienten konnte nur mittels Uberweisungsschein, welcher
mit dem identischen Barcode versehen wurde, durch die elektronische Datenverarbeitung
erfolgen. In dem Laborinformationssystem (LIS) MOLIS 4.20 der Fa. Vision4Health sind
alle Resultate unter Achtung des geltenden Datenschutzes fir medizinische Laboratorien
gespeichert worden.

Unmittelbar nach Probeneingang wurden die Vollblutproben im Laboralltag routinemaBig
10 Minuten bei 3500 rounds per minute (rpm) zentrifugiert und entsprechend der Untersu-
chungsauftrage vollstdndig bearbeitet. Im Anschluss erfolgte die Verwahrung der Seren
fir 5 Tage im Kuhlarchiv bei 4°C. Bei besonderen serologischen Konstellationen werden
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in der Regel Folgeuntersuchungen im Parallelansatz mit dem Vorserum notwendig. Sol-
che Seren wurden in der Laborroutine in einem speziellen Frostarchiv bei -20°C fir zu

erwartende Verlaufsuntersuchungen eingefroren.

Aus dem LIS wurden fur die Promotionsarbeit Arbeitsplatzlisten unter Abfrage spezifischer
Laborverfahren (EBV-, CMV- oder Toxoplasmose-Serologie) erstellt. Diese Listen wiesen
die Barcodenummern und die Resultate nach Verfahrensbezeichnungen auf. Zusatzlich
zu den Serologien vorhandene Angaben wie Lymphozyten, heterophile Antikérper,
Transaminasen, C-reaktives Protein (CRP) und das Alter des Patienten wurden aus dem
LIS abgefragt und als Resultat Gbernommen. Anhand der neu erstellten Listen wurde das
Studienmaterial Uber die Barcode- und Archivnummer pseudoanonymisiert aus dem ge-
kihlten Probenarchiv herausgesucht. Die Serumréhrchen und die dazugehérigen Labor-
resultate erhielten dann jeweils eine neue fortlaufende Nummer. Durch das anschlieBen-
de Verwerfen der pseudoanonymisierten Liste wurde eine Zuordnung zur ldentitat des
Patienten unmdéglich gemacht. Die aus dem LIS gewonnenen Daten wurden in einer

Excel-Tabelle unter den neuen fortlaufenden Probennummern zusammengestellit.

Markierung des
Anforderungsschein
durch einen
identischen Barcode

klinische Angaben
durch Einsender

Interpretation
durch Laborarzt

Patienten-
Identifikation;
Zuordnung der
Laboranforderung
zum eingesendeten
Material

v

Durchfihrung des
Laborverfahrens
in der
Laboranalytik

Labor-Resultat = Pseudoanonyme

ohne Beurteilung der
Individualitat des

Laborbefund = Patienten und

ohne klinische
Beurteilung

Zuordnung des
Materials unter
Verwendung der
pseudoanonymen
Barcodenummer
(in der Routine
missen Patienten-
Daten noch in
der LIS eingesehen
werden konnen)

T

Liste: Abfrage =
der Laborresultate
und klin. Angaben
unter Ausweisung

der Barcodenummer

Patienten-bezogene
Routine-Analytik .
Markierung des ) Anonyme Analytik
Probenrohrchens P L ung :
- i zur gleichen Fragestellung,
G‘gch egen [ @ = = B die initial zur Laboranforderung
E arcode &? L durch einen Einsender mit
— = 2 = = » | = Fatentonindes Labor
{ = =

stattgefunden hat.

Markierung des Probenréhrchens

Probenréhrchens und
und dazugehdrige Methofjen
der dazugehérigen Laborresultate Vergleiche
Laborresultate unter einer zZur
durch neue fortlaufenden Weiterentwicklung
fortlaufende Nummer

der Labormedizin

und anonyme (eine Zuordnung

Nummer zum Patienten ist
nicht mehr moglich)
Pseudoanonyme
Liste

wird im Datenmiill
sofort nach der
Zuordnung
in der Routine
verworfen

Abbildung 2.1: Anonyme Analytik zur Weiterentwicklung der Labormedizin, fir Ver-
gleichsuntersuchungen und Optimierung im LADR Zentrallabor Dr. Kramer & Kollegen
unter Beachtung des Datenschutzes des Patienten

Im Rahmen der Studie erfolgte bei allen Serumproben Uber die vom Einsender angefor-
derten Untersuchungen hinaus keine weitere Laboranalyse. Alle Untersuchungen im
Rahmen der Studie erfolgten in anonymisierter Form. Die Promotionsarbeit zum labordi-
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agnostischen Methodenvergleich und deren Weiterentwicklung wurde ordnungsgeman
bei der zustandigen Ethikkommission der Universitat zu Libeck angezeigt (Aktenzeichen
Nr. 11 232A). Klinische Angaben waren kaum auf den Uberweisungsscheinen vermerkt
und konnten daher nur selten in der Studie berlcksichtigt werden.

Um einen Uberblick zur Durchseuchung mit EBV im Patientenkollektiv zu erhalten, wur-
den retrospektiv fir den Zeitraum von Januar 2008 bis einschlieBlich Ende April 2011 mit
Hilfe der Daten aus dem LIS altersabhédngige Seropravalenzraten ermittelt. Fir die Be-
rechnungen wurden nur die Erstbefunde auf VCA-IgG-Antikérper (ELISA) von 57.966 un-
tersuchten Patienten betrachtet. Die Altersgruppe unter einem Jahr wurde wegen mdgli-
cher maternaler Leihantikérper nicht in der Statistik berlcksichtigt.

2.2.2 Klassifizierung der Seren

2.2.2.1 EBV-Seren

Im Rahmen der téglichen Laborroutine wurden im Zeitraum zwischen April und Mai 2011
alle 300 Seren auf EBV-spezifische Antikérper mittels ELISA-Test-Profil der Fa. DiaSorin
auf dem BEP Il (Siemens) untersucht. Die Enzyme-linked Immunosorbent Assays detek-
tieren in einer quantitativen immunenzymatischen Bestimmung spezifische IgM- und IgG-
Antikdrper gegen das Epstein-Barr-Viruscapsid-Antigen (synthetisches Peptid p18), spezi-
fische 1gG-Antikérper gegen das synthetische Peptid vom EBNA1-Protein (59 Aminosau-
re-Peptid ohne Gly-Ala-Sequenz) sowie gegen das rekombinante Polypeptid (47 Kilodal-
ton (kD)) des Early-Antigen Diffuse (EA-D).

In dem Zeitraum, in dem die Proben gesammelt wurden, sind im Rahmen einer Testum-
stellung der EBV-Diagnostik im Routinelabor 126 der Seren zusatzlich im CLIA-Test-Profil
parallel auf dem Gerat LIAISON XL (DiaSorin) analysiert worden. Es handelt sich hierbei
um einen indirekten quantitativen Nachweis der spezifischen EBV-Antikérper auf dem
Prinzip der Chemilumineszenz. In den CLIA-Testen auf dem LIAISON XL werden diesel-
ben EBV-Antigene wie in ihren ELISA-Testen verwendet, jedoch detektiert der CLIA in der
IgM-Analyse laut Herstellerangaben sensitiver als der ELISA.

229 Seren wurden bereits in der Routinediagnostik zur weiteren Differenzierung zusatzlich
mit den EBV ViraStripes IgG/IgM (Viramed) untersucht. Es handelt sich hierbei um einen
Immunoblot auf der Grundlage eines Enzym-Immunoassays im Line/Stripe Format. Ein
diagnostischer Zugewinn im Immunoblot wird durch die zusatzliche Austestung auf Anti-
kérper gegen VCA gp125 und der somit ermdéglichten Beurteilung der Bandenverhaltnisse
zwischen VCA p18- und VCA gp125-Antikdrpern sowie durch einen sensitiveren EBNA1-
IgG-Nachweis und einen zuséatzlichen Nachweis von EA-D-IgM-Antikérpern erreicht. Die
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in den Blots und im ELISA verwendeten unterschiedlichen Antigenaufbereitungen des
VCA p18 zeigten zudem unterschiedliche Reaktionsspektren.

Bei 29 der Seren wurde gleichzeitig ein Test auf heterophile Antikérper angefordert. Der
qualitative Nachweis von heterophilen IgM-Antikdrpern erfolgte im direkten Erythrozyten-
agglutinationstest Cellognost-Mononucleosis (Siemens).

Soweit vorhanden, wurden in die Klassifizierung der Seren das Alter, Vorbefunde,
Transaminasen, CRP, der CMV-Status, eine Lymphozytose sowie die heterophilen Anti-
korper einbezogen. Aus den vorselektierten Seren wurden Uberwiegend sicher abgelau-
fene und frische Infektionen ausgewahlt. Seronegatives Material wurde in geringer Anzahl
als Kontrolle bei den Untersuchungen mitgefihrt. Zusatzlich wurden unklare bzw. fragli-
che Konstellationen aus der Routineanalytik zur weiteren Klassifizierung in die Studie ein-
geschlossen.

2.2.2.2 Einstufung des Materials in einen EBV-Serostatus nach Antikdrperreaktionsmuster

der Immunoblots

Unter Berlicksichtigung der Interpretationskriterien der Fa. Viramed (Gebrauchsanwei-
sung EBV ViraStripe IgG/IgM Testkit) und der empfohlenen Blotbeurteilung der Fa. Viro-
tech (Gebrauchsanweisung EBV IgG/IgM Line Immunoblot Testkit) erfolgte zur besseren
Vergleichbarkeit der Antikdrperreaktionsmuster die Einteilung der Immunoblotergebnisse
fur jeden Test in eine bestimmte Subgruppe eines Serostatus. Grundsatzlich erfolgte eine
Einteilung in den Serostatus ,negativ*, ,frisch®, kirzlich®, langer ,zurtickliegend“ oder ,un-
klar®. Diese Zuordnung war nicht gleichzusetzen mit dem tatsachlichen Infektionsstatus
des Patienten und in der Routinediagnostik nicht ausschlieBlich entscheidend fir die Be-
fundung. Die Eingruppierung wurde anhand typischer Antikdrperreaktionsmuster mit
Nachweis von Friih- und/oder Spatmarkern vorgenommen. Die serologische Antwort bei
einer EBV-Infektion kann zwar individuell sehr variieren, jedoch folgt sie meist einem ge-
wissen Grundmuster. Die Erfahrungswerte mit den Testen beider Immunoblot-Hersteller
wurden genutzt, um einen idealisierten zeitlichen Ablauf der Antikbrperantwort einer EBV-
Infektion (siehe Tabelle 1.1, Seite 13) schematisch darzustellen. Nach diesem Schema
erfolgte dann die Gruppeneinteilung in einen Serostatus zur Klassifizierung der Seren
(siehe Interpretationsschema Tabelle 2.2).
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Tabelle 2.2: Interpretationsschema - Serogruppen-Einteilung anhand der Antikérperreak-
tionsmuster in frische, kurzliche, zurtickliegende Infektionen, Seronegativitat und unklare
Konstellationen

Gruppe | EBNA1-IgG \égl'l\)!?;;? VCA-IgM* Serostatus
. gp125 gp125 .
1 negativ EA-D gp125 = p18 frisch
. p18 .
| 2 negativ gp125 018 > gp125 frisch
. gp1252p18 .
3 negativ gp125 > p18 gp125 frisch
. p18 .
4 negativ gp125 > p18 018 > gp125 frisch
5 positiv g}g >9p125 negativ oder p18 | zuriickliegend
6 positiv gp125 =p18 | negativ oder p18 | zuriickliegend
] .
7 negativ P18 >gp125 negativ oder p18 zuruckliegend
p18 negativ
. gp125 > p18 | negativ oder p18 .
8 positiv gp125 negativ zurtickliegend
m |9 negativ negativ negativ seronegativ
gp125
. _ gp1252p18 —
10 negativ p18 =gp125 018 > gp125 kirzlich
p18
gp125=p18
v |11 negativ p]g >9gp125 gp125 kiarzlich
P p18>gp125
" B gp125 -
12 positiv p18 =gp125 018 > gp125 kirzlich
o gpi125 S
13 positiv p18 >gpl125 gp125 = p18 kirzlich
negativ negativ positiv
. : unklar
14 Egg:ﬁ;z %%1_%5 Egg:ﬁ;z frische Infektion nicht
gall 9 auszuschlieBBen
negativ p18 p18
unklar
. gp125 V.a. frische Infektion
15 positiv gp125>p18 gp1252p18 mit atypisch friihem
', EBNA1-IgG
: : klar
negativ p18 =gp125 | negativ un L
16 . . V.a. zurtickliegende
negativ gp125 >18 negativ Infektion
unklar
" negativ negativ DD: zurlckliegend
17 positiv EA-D oder unspezifisches
EBNA1-IgG

* Das EA-D wurde aus Griinden der Ubersichtlichkeit nur bei isoliert von den VCA-Antikérpern autretendem Nachweis im
1gG-Immunoblot aufgefihrt. Zum einen, weil isolierte EA-D-IgM-Nachweise in den Viramed-Blots nur als schwache Ban-
den detektiert wurden und somit ebenso wie der isolierte Nachweis im Virotech-Test als negativer Blot zu bewerten war
(siehe Tabelle 2.6), zum anderen, weil EA-D-IgM-Antikdrper bei Priméarinfektionen immer zusammen mit VCA-IgM-
Antikdrpern nachgewiesen wurden.
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l. Frische Infektionen:

Bei akuten Priméarinfektionen fand sich in der Regel als erster Marker das VCA gp125-
IgM. IgG-Antikérper gegen EBNA1 als Spatmarker waren negativ. VCA p18-IgM-Antiérper
traten haufig schon in der frihen Phase einer EBV-Primarinfektion auf. Ein Nachweis der
frihen 1gG-Antikdrper (Anti-EA-D und/oder Anti-VCA gp125) in Kombination mit einem
positiven IgM-Antikérper-Nachweis (Anti-VCA gp125 und/oder Anti-VCA p18) wurde als
frische Infektion charakterisiert. Nicht selten fand sich bei den frischen Infektionen auch
schon ein VCA p18-IgG, allerdings im Verhéltnis zum VCA gp125-IgG in der Regel mit
deutlich schwécherer Intensitat.

Il Langer zuriickliegende Infektionen:

Der Nachweis einer deutlichen EBNA1-IgG-Bande (Spatmarker) in Kombination mit VCA-
lgG-Antikdrpern bei gleichzeitig negativem IgM-Befund bzw. lediglich schwach reaktiver
VCA p18-Bande im Immunoblot der Klasse IgM zeigte gewdhnlich das Bild einer abgelau-
fenen Infektion. In den meisten Fallen war der zweite Spatmarker (VCA p18-IgG) deutlich
positiv. Seren mit fehlendem EBNA1-IgG-Nachweis und oben genannter IgM-Konstel-
lation konnten aufgrund des starken Nachweises von VCA p18-IgG zu den zuriickliegen-
den Infektionen zugeordnet werden. VCA p18-lgM-Antidrper persistierten zumeist lange
und waren im Gegensatz zu den VCA gp125-IgM-Antikdrpern haufig Uber viele Wochen

nachweisbar.

1"l Seronegativitat:

Proben mit keiner Bande oder deutlich schwacheren Banden als die Cut off-Kontrolle

wurden als seronegativ bewertet.

V. Kirzliche Infektionen:

Bei den kurzlich zurlickliegenden Infektionen fanden sich gleichzeitig Frih- und Spatmar-
ker in unterschiedlichen Kombinationen. Wahrend im IgG-Immunoblot zumindest einer der
Spatmarker (Anti-VCA p18, Anti-EBNA1) sich als deutlich positive Bande darstellte, waren
haufig noch IgM-Antikérper gegen VCA gp125 im Immunoblot nachweisbar. Eine Aus-
nahme bildete die Gruppe 10 mit gleich starker VCA-IgG-Antwort, wobei auch ein isolier-
ter VCA p18-IgM-Nachweis mdglich war (siehe Tabelle 2.2). Da ein VCA p18-IgG-
Nachweis bei einer EBV-Infektion fir gewdhnlich etwas zeitverzdogert nach den
VCA gp125-1gG-Antikdpern detektiert wird, diente er als zweiter Spatmarker. Die Intensi-
tat der VCA gp125-1gG-Bande nahm h&ufig im weiteren Verlauf einer Infektion wieder ab,
wéahrend die Intensitdt der VCA p18-lgG-Bande mit zunehmender Infektionsdauer an
Stérke gewann.
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V. Unklare serologische Konstellationen

Hierunter wurden u.a. Seren eingeordnet, bei denen eine frische EBV-Infektion mit einma-
liger Untersuchung (z. B. isoliert nachweisbaren IgM-Ak) nicht ausgeschlossen werden
konnte. Vermeintlich frische EBV-Primérinfektionen mit einem atypisch frihen EBNA1-
IgG-Nachweis im Immunoblot bei ansonsten eindeutiger Antikdrperkonstellation einer
frischen EBV-Primérinfektion wurden vorerst auch den unklaren Konstellationen zugeord-
net. Eine weitere Gruppe bildeten scheinbar alte Infektionen mit fehlendem EBNA1-IgG-
Nachweis und negativ getesteten IgM-Antikdrpern, bei denen die Bandenintensitat von
VCA p18-1gG nicht starker als die des VCA gp125-1gG war. Seren mit isoliertem EBNA1-
IgG im Immunoblot bzw. lediglich kombiniertem Nachweis von EA D-lIgG-Antikérpern und
zugleich negativer IgM-Serologie wurden zuné&chst als unklar eingruppiert, da allein mit-
tels der Immunoblots keine eindeutige Zuordnung zu den zurickliegenden Infektionen
oder einer unspezifischen Reaktion erfolgen konnte. Seren mit sehr selten auftretenden
Antikdrperreaktionsmustern wurden aus Griinden der besseren Ubersichtlichkeit ohne
eigenen Serostatus den unklaren Seren zugeordnet.

2.2.2.3 Toxoplasmose-Seren

11 Seren von 7 verschiedenen Patienten wurden in der Laborroutine vor Beginn dieser
Studie mit nachfolgend beschriebenen Testsystemen als frische Toxoplasmose klassifi-
ziert. Die Proben waren mit dem Screeningtest VIDAS Toxo Competition (polyvalent) der
Fa. bioMérieux mittels Enzyme-linked Fluorescence Assay-(ELFA)-Technik auf dem Gerat
Vidas untersucht worden. Als Folgeanalytik bei reaktivem Ergebnis schlossen sich dann
der Nachweis von Toxoplasma-lgG-Antikérpern (VIDAS Toxo-IgG Il), ein spezifischer
IgM-Antikérpertest (VIDAS Toxo-IgM) und die IgG-Aviditatsmessung (VIDAS Toxo-IgG-
Avidity) der Fa. bioMérieux mittels ELFA-Technik, sowie der Nachweis von Toxoplasma-
IgA-Antikdrpern (Platelia Toxo IgA TMB) der Fa. BIORAD, einem Enzymimmunoassay mit
doppelter ,Sandwich“-Technik an. Als zweiter quantitativer Toxoplasma-IgM-Antikérper-
Test wurde ein CLIA auf dem Gerat LIAISON (DiaSorin) durchgefuhrt. Zusétzlich war in
der Routinediagnostik des Labors bei jeder dieser Proben eine zuriickliegende EBV-
Infektion mit deutlich positiven EBNA1-1gG-Antikérpern nachgewiesen worden. Acht die-
ser Toxoplasmose-Infektionen konnten in der Laborroutineanalytik mittels serologischer
Verlaufsuntersuchung bestétigt werden. Zehn Seren wiesen im ETI-EBV-M reverse (EIA)
der Fa. DiaSorin eine positive IgM-Reaktivitat auf. Eine Probe lag mit dem Rohwert im
EBV-IgM-EIA nur knapp unter dem Cut off.

2.2.2.4 Cytomegalievirus-Seren

Vor Beginn des Methodenvergleichs waren die verwendeten 32 Aliquote der Seren mit
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frischer bzw. kirzlicher CMV-Infektion in der Routinediagnostik des Labors klassifiziert
und im Frostarchiv fir Proben mit besonderen Ergebniskonstellationen archiviert worden.
Als Suchteste wurden der Enzygnost Anti-CMV 1gG/IgM der Fa. Siemens auf dem BEP Il
(ELISA), bzw. nach einem Testwechsel der CLIA-Test LIAISON CMV IgG Il/IgM Il der
Fa. DiaSorin eingesetzt. Lagen positive IgM-Antikérperbefunde vor, wurden die Seren zur
weiteren Differenzierung des Infektionsstaus routinemanig mit dem
recomBlot CMV IgG/IgM (Mikrogen) und der VIDAS CMV IgG Avidity von  der
Fa. bioMérieux (ELFA) untersucht. Im Laboralltag konnte die Diagnose einer CMV-
Primarinfektion bei 19 Proben durch die Testung eines Verlaufsserums serologisch
bestatigt werden. Bei allen 32 Seren war in der Routineanalytik des Labors gleichzeitig
eine EBV-Serologie angefordert worden. Die Seren waren nicht klinisch charakterisiert
und stammten von 26 verschiedenen Patienten. Da die Wahrscheinlichkeit eines kreuz-
reagierenden IgM-Nachweises bei sicher zurtickliegenden EBNA1-lIgG-positiven Seren
mit positivem IgM-Befund in der EBV-Serologie bei gleichzeitigem Vorliegen einer CMV-
Primarinfektion sehr hoch ist, wurden vornehmlich Proben (n = 30) mit dieser Konstel-
lation ausgewahlt. Isoliert positive VCA-IgM-Antikdrper in der EBV-Serologie bei gleich-
zeitigem Nachweis einer CMV-Primérinfektion lassen ebenso eine IgM-Kreuzreaktivitat
vermuten und so wurden zusétzlich 2 Seren mit diesem Antikérperreaktionsmuster in die
Studie eingeschlossen. Mittels Verlaufskontrolle konnte die Kreuzreaktivitat bei einem der
2 Seren aufgrund der fehlenden IgG-Serokonversion bestatigt werden.

2.2.3 Prinzip des EBV Lineassay

Bei den Enzymimmunoassays im Line-Format wurden aufgereinigte EBV-spezifische An-
tigene bzw. Antigen-Peptide an einer definierten Linie auf eine Nitrozellulosemembran
durch ein spezielles Spruhverfahren vom Hersteller aufgebracht und fixiert.

Der anschlieBende Testablauf gleicht dem eines klassischen ELISA-Testes:

Sind Antikdrper gegen ein spezifisches Antigen in einer Patientenprobe vorhanden, bilden
diese an der entsprechenden Position auf dem Teststreifen einen festen Antigen-Anti-
korper-Komplex. Durch Waschschritte werden ungebundene Antikérper entfernt. An-
schlieBend erfolgt eine Inkubation mit alkalischer Phosphatase konjugierten Antihuman-
IgG- bzw. IgM-Antikérpern. Ungebundenes Konjugat wird durch erneutes Waschen ent-
fernt. Das Chromogen/Substrat farbt bei seiner enzymatischen Umsetzung durch das
Konjugat den Antigen-Antikérper-Komplex als blau-lila farbene Bande an. Diese Reaktion
wird durch AbgieB3en der FlUssigkeit beendet. AbschlieBend erfolgt ein Waschvorgang.

2.2.4 Austestung der Seren mittels Immunoblot

Einen Uberblick zu den verwendeten Seren und Immunoblots der vorliegenden Arbeit gibt
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Tabelle 2.1 auf Seite 17. Fiir den Methodenvergleich wurden alle 300 EBV-Seren mit den
von der Fa. Viramed kommerziell erhaltlichen EBV ViraStripe 1gG/IgM Immunoblots zum
qualitativen Nachweis EBV-spezifischer IgG- und IgM-Antikérper und in den
EBV IgG/IgM Line Immunoblots der Fa. Virotech parallel getestet. Gleichzeitig erfolgte
eine Untersuchung dieser Seren in den eigens von der Fa. Viramed fir diese Studie ge-
brauchsfertig hergestellten F&E EBV ViraStripe IgG/IgM Immunoblots zur Optimierung
des EBV ViraStripe (Viramed) im LADR Zentrallabor Dr. Kramer & Kollegen.

11 aliquotierte Seren mit bekanntem EBV-Status wurden 2 Tage nach der Routineanalytik
des Labors und zwischenzeitlicher Lagerung bei -20°C erneut mit dem EBV Vira-
Stripe IgG/IgM derselben Charge untersucht. Die fir die Studie eingefrorenen 11 Toxo-
plasmose- und 32 Cytomegalievirus-Seren mit gesicherter frischer bzw. kirzlicher Infekti-
on wurden nur im F&E EBV ViraStripe IgM Immunoblot analysiert. Durch Fachpersonal
aus der Arbeitsgruppe von Dr. Martin Kintrup des F&E-Labors der Fa. Viramed wurden
diese Seren dann anschlieBend im EBV ViraStripe IgM Immunoblot mit und ohne Zusatz
von Virasorb-Rheumafaktor (RF)-Absorbens (Viramed) untersucht.

2.2.5 Testvorbereitungen

Um die taggleiche parallele Untersuchung der IgG- und IgM-Antikérper jeder Serie mittels
der 3 zu testenden EBV-Immunoblots durchflihren zu kénnen, wurden jeweils 20 der 300
EBV-Seren 30 Minuten vor Testbeginn langsam aufgetaut, auf Raumtemperatur (20-
25°C) gebracht und vor der Analytik gut durchmischt. In dieser Anzahl konnte die parallele
Untersuchung der Seren unter exakt den gleichen Bedingungen im EBV ViraStripe Immu-
noblot (Viramed), im EBV Line Immunoblot (Virotech) und im F&E EBV ViraStripe
(Viramed) gewahrleistet werden.

30 Minuten vor Testbeginn wurden alle Bestandteile der Testkits und das deionisierte
Wasser auf Raumtemperatur gebracht. Nicht bendtigte Teststreifen wurden sofort in die
Originalverpackung zurtickgegeben, dicht verschlossen und bei 2-8°C bis zu ihrer Ver-
wendung gelagert. Der Verdinnungs-/Waschpuffer lag in jedem Testkit in zehnfach kon-
zentrierter Form vor und wurde téglich vor Testbeginn frisch angesetzt. Die Konzentrate
wurden gemaf Herstellerangaben 1:10 mit deionisiertem Wasser verdinnt. Bei den Test-
kits der Fa. Viramed war die zusatzliche Zugabe von 5 g Proben/Waschpulversalz erfor-
derlich. Die Lésungen wurden im Anschluss gut gemischt und waren damit gebrauchsfer-
tig. Danach wurden die 1gG- und IgM-Konjugatkonzentrate nach den jeweils mitgelieferten
Konjugatverdiinnungstabellen mit den entsprechenden Waschpuffern verdiinnt.
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2.2.6 EBV Line Immunoblot der Firma Virotech

2.2.6.1 Antigene des EBV IgG/IgM Line Immunoblot

Das Antigenpeptid EBNA1 wurde nur auf dem IgG-Immunoblot verwendet. Die Ubrigen
Antigene waren sowohl auf dem IgG- als auch auf dem IgM-Line Immunoblot aufgebracht.
Genauere Angaben zu den verwendeten Antigenen oder Konzentrationen als in Tabel-
le 2.3 beschrieben, wurden vom Hersteller nicht gemacht.

Tabelle 2.3: Beschreibung der Antigene des EBV IgG Line Immunoblot (a) und EBV IgM
Line Immunoblot (b) laut Gebrauchsinformation der Fa. Virotech. Im Anhang (siehe Abbil-
dung 7.1, Seite 107) ist eine schematische Abbildung der Teststreifen zur Positionierung

der Kontroll- und Antikérperbanden wiedergegeben.

a | Nomenklatur | Antigen Konzentration
EBNA1 Antigenpeptid des EBV Nuklearen Antigen 1 keine Angaben
Affinitatsgereinigtes Virales Capsid Antigen :
VCA gp125 Glykoprotein gp125 keine Angaben
VCA p18 Antigenpeptid des Viralen Capsid Antigen p18 | keine Angaben
EA-D ﬁnt@genpeptid des EA-D Early Diffuses keine Angaben
ntigen
b | Nomenklatur | Antigen Konzentration
Affinitatsgereinigtes Virales Capsid Antigen :
VCA gp125 Glykoprotein gp125 keine Angaben
VCA p18 Antigenpeptid des Viralen Capsid Antigen p18 | keine Angaben
EA-D Ant@genpeptid des EA-D Early Diffuses keine Angaben
Antigen

2.2.6.2 Testdurchfiihrung

Die Teste wurden gemafB den Herstellerangaben wie folgt durchgefihrt (Gebrauchs-
anweisung fur das EBV IgG/IgM Line Immunoblot Testkit der Fa. Virotech):

In je eine Vertiefung der Inkubationswanne wurde ein Nitrozellulose-Teststreifen der je-
weils zu testenden Immunglobulinklasse (IgG bzw. IgM) mit der Plastikpinzette eingelegt.
Die Beschriftung der Blotstreifen wies dabei nach oben. Nachfolgend wurden in jede Rin-
ne 1,5 ml gebrauchsfertiger Verdiinnungs-/Waschpuffer pipettiert. Zum vollstandigen Be-
netzen und Befeuchten der Streifen wurde die Wanne 2 Minuten auf den Schiittler ge-
stellt. AnschlieBend wurden je Inkubationsansatz 15 pul unverdiinntes Patientenserum
bzw. 100 pl der Cut off-Kontrolle hinzugefiigt. Die nachfolgend beschriebenen Schritte
erfolgten weiter in teilautomatisierter Abarbeitung auf dem Bee Blot 50 (Bee Robotics Ltd).

Die Probeninkubation unter schittelnden Bewegungen dauerte 30 Minuten. Wahrend der
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gesamten Testdurchflihrung wurde auf gleichmaBige Bedeckung aller Teststreifen mit den
Reagenzien geachtet. Die Inkubationslésung wurde aus den einzelnen Rinnen wieder
abgesaugt. Im Anschluss wurden die Teststreifen insgesamt dreimal mit jeweils 1,5 ml
Waschpuffer pro Vertiefung in einem fanfminitigen Waschschritt gewaschen. Die Fllssig-
keit wurde nach jedem Schritt vollstandig entfernt. Fir die nachfolgende Konjugat-
inkubation erfolgte die Zugabe von je 1,5 ml frisch hergestellter IgM- bzw. 1gG-Kon-
jugatlésung in die entsprechenden Vertiefungen. Nach 30 Minuten Inkubation auf dem
Schittler wurde die Konjugatlésung wieder abgesaugt. Die Teststreifen wurden erneut
nach obigem Schema dreimal mit Waschpuffer gewaschen. AnschlieBend wurden alle
Teststreifen 1 Minute mit Aqua destillata (Aqua dest.) gespult. Fur die folgende Inkubation
wurde je Vertiefung 1,5 ml gebrauchsfertige Substratlésung zugegeben. Die zehnmin(tige
Entwicklung auf dem Schittler wurde durch das Absaugen der Flissigkeit beendet. Es
schloss sich ein dreimaliger Spiilvorgang mit je 1,5 ml Aqua dest. ohne Zwischeninkubati-
on an. Die Wanne wurde aus dem Gerat genommen und die Flissigkeit abgegossen. Die
restliche Fllssigkeit wurde dann mit einem Handabsaugsystem entfernt. Die Teststreifen
trockneten danach bei Raumtemperatur in der Inkubationswanne.

2.2.7 EBV ViraStripe Immunoblots der Firma Viramed

2.2.7.1 Antigene des EBV Virastripe 1gG/IgM

Bei den kommerziell erhéltlichen EBV ViraStripe IgG/IgM wurden in der Fa. Viramed je-
weils 4 Proteinlésungen (siehe Tabelle 2.4) in definierten Konzentrationen durch ein spe-
zielles Spruhverfahren auf die Nitrozellulosemembranen aufgetragen. Zu den Standard-

konzentrationen wurden vom Hersteller keine Angaben gemacht.

2.2.7.2 Herstellung des F&E EBV ViraStripe 1gG/IgM

Die Herstellung der F&E EBV ViraStripe IgG- und IgM Immunoblots erfolgte hinsichtlich
der verwendeten Antigene und Antigenkonzentrationen, welche im Verantwortungsbe-
reich der Fa. Viramed ausgewahlt wurden, getrennt. Die Antigenlésungen wurden im La-
bor der Fa. Viramed Biotech AG hergestellt bzw. aufbereitet und entsprechend der Positi-
onen (siehe Abbildung 7.3, Seite 108) dort mit einem Dispensierautomaten fir Proteinl6-
sungen auf die Nitrozellulosemembranen aufgetragen. AnschlieBend wurden die Memb-
ranen geblockt, etikettiert und in Streifen geschnitten. Der Kontrollabschnitt auf jedem
Streifen war identisch mit dem des EBV ViraStripe IgG/IgM. Die einzelnen Prozesse er-
folgten in der Fa. Viramed unter denselben Bedingungen wie sie flir die Produktion der
kommerziell erhéltlichen EBV ViraStripe Teste gelten. Der Unterschied zur kommerziellen
Produktion bestand lediglich darin, dass aus Platzgrinden auf den F&E EBV Vira-
Stripe IgG/IgM Immunoblots die entsprechenden Konzentrationen der Antigenlésungen in
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kleineren Volumina aufgetragen wurden.

Tabelle 2.4: Beschreibung der Antigene des EBV ViraStripe IgG/IgM (Viramed). Im An-
hang (siehe Abbildung 7.2, Seite 107) ist eine Abbildung aus der Gebrauchsinformation
der Fa. Viramed zur Positionierung der Kontroll- und Antikérperbanden wiedergegeben.

Nomenklatur | Antigen Konzentration

Natives Virales Capsid Antigen Glykoprotein 125: _
VCA gpi125 . ) . keine Angaben
glykosiliert, Volllangenprotein 110

EBV Nukleéres Antigen 1/ Protein 76:

ca. 27 kDa Konstrukt vom C-terminalen Ende des _
EBNA1 Volllangenproteins; ca. ein Drittel des keine Angaben
Gesamtproteins, N-terminale Region mit Gly-Ala
repeat-Sequenzen ist deletiert

EA-D Early Diffuses Antigen/ Protein 54:

EA-D p54 ca. 28 kDa Protein bestehend aus multiplen keine Angaben
Epitopen von verschiedenen Regionen des
Volllangenproteins

Virales Capsid Antigen/ Protein 18:

trunkiertes Antigen, ca. ein Drittel des _
VCA p18 Volllangenantigens, Konstrukt: Sequenzen aus keine Angaben
zwei immunodominanten Peptidregionen vom C-
terminalen Ende

Vor Verwendung der F&E EBV ViraStripe IgG/IgM-Teststreifen in dieser Studie wurde
nach der gleichen Arbeitsvorschrift, wie sie fir den EBV ViraStripe IgG/IgM gilt, bereits
deren Eignung anhand einer Reihe gut charakterisierter Serumproben (Qualitatskontroll-
panel der Fa. Viramed) durch das Fachpersonal der Fa. Viramed Uberpruft.

2.2.7.3 Antigene des F&E EBV ViraStripe IgG/IgM

Eine Ubersicht (iber die verwendeten Antigene und deren Konzentrationen auf dem For-
schungsblot der Fa. Viramed gibt Tabelle 2.5. Fir diese Studie wurden alle Antigenlésun-
gen des kommerziellen EBV ViraStripe IgG mit Ausnahme des EA-D p54, jeweils auch in
einer niedrigeren Konzentration, auf die Nitrozellulosemembranen aufgetragen. Zur Opti-
mierung des EBV ViraStripe IgG wurde das VCA p18 nicht nur als trunkiertes Antigen in
unterschiedlichen Konzentrationen, sondern auch als Volllangenprotein verwendet. Zu-
satzlich wurde ein Fusionsprotein (FP) aus trunkierten Antigenen von VCA p18 und
VCA gp125 auf die Membranen aufgespriiht, welches vom Hersteller mit hoher Sensitivi-
tat in der frihen Phase einer Primérinfektion charakterisiert wurde.
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Tabelle 2.5: Beschreibung der Antigene des F&E EBV ViraStripe IgG (a) und IgM (b). Im
Anhang (siehe Abbildung 7.3, Seite 108) ist eine Abbildung aus der Gebrauchsinformation

der Fa. Viramed zur Positionierung der Kontroll- und Antikérperbanden wiedergegeben.

a | Nomenklatur | Antigen Konzentration
VCA gp125 A | Natives Virales Capsid Antigen Standard
VCA gp125 B | Glykoprotein 125* 0,5-fach VCA gp125 A
EBNATA EBV Nukleares Antigen 1 p76* Standard
EBNA1 B gentp 0,5-fach EBNAT A
EA-D p54 EA-D Early Diffuses Antigen p54* Standard
VCApi8 A Standard
P VCA p18 trunkiertes Antigen*
VCA pi8 B 0,75-fach VCA p18 A
VCApi18C VCA p18 Volllangenprotein keine Angaben
Fusionsprotein aus VCA p18 und
VCA gp125:
FP-VCA trunkierte Antigene; ca. 20% der keine Angaben
Volllangen VCA p18 Sequenz und ca.
33% der Volllangen VCA gp125
Sequenz (mittlere Region) fusioniert

b | Nomenklatur | Antigen Konzentration

Natives Virales Capsid Antigen

VCA gpi25 A Glykoprotein gp125* Standard

EA-D p54 EA-D Early Diffuses Antigen p54* Standard

VCA pi8 B _ _ 0,75-fach VCA p18 A
VCA p18 trunkiertes Antigen*

VCA pi18D 0,67-fach VCA p18 B

VCAp18C . _ keine Angaben
VCA p18 Volllangenprotein

VCA p18 E 0,33-fach VCA p18 C
Fusionsprotein aus VCA p18 und .

FP-VCA VCA gp125* keine Angaben

* siehe Tabelle 2.4

Auf den IgM-Teststreifen wurden das EA-D p54 und das VCA gp125 in gleicher Konzent-
ration, wie im kommerziell erhaltlichen EBV ViraStripe IgM aufgetragen. Das EBNA1 fand
keine Verwendung. Die auf dem EBYV ViraStripe IgM verwendete kommerzielle Antigenlo-
sung des VCA p18 wurde nur in zwei niedrigeren Konzentrationen auf dem Forschungs-
blot aufgespriht. Das Volllangenprotein VCA p18 wurde ebenfalls in zwei verschiedenen
Konzentrationen auf den IgM-Nitrozellulosemembranen aufgebracht. Auch das Fusions-
protein aus trunkierten Antigenen von VCA p18 und VCA gp125 wurde im F&E EBV Vira-
Stripe IgM ausgetestet, da es insbesondere in der IgM-Analyse sensitiv bei den frischen
EBV-Infektionen reagieren sollte.
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2.2.7.4 Testdurchfihrung

Die Teste wurden nach den Angaben des Herstellers wie folgt durchgefihrt (Gebrauchs-
anweisung fir das EBV ViraStripe IgG/IgM bzw. F&E EBV ViraStripe IgG/IgM Testkit der
Fa. Viramed):

In die Rinnen der Inkubationswannen wurde mit Hilfe einer Kunststoffpinzette je ein Anti-
genstreifen entsprechend der jeweils zu untersuchenden Immunglobulinklasse eingelegt.
Die Beschriftung der Teststreifen musste dabei nach oben weisen. Ohne die Teststreifen
vorab zu benetzen, wurden je 20 ul unverdinntes Serum bzw. 100 pl Kontrollserum in die
entsprechenden Rinnen pipettiert. Der Kontakt der Nitrozellulose-Streifen zum Serum
wurde dabei vermieden. Pro Lauf wurde je ein gebrauchsfertiges Positiv-, Negativ- und
schwach Positivkontrollserum der Fa. Viramed jeweils fur die IgM- und IgG-Analyse mit-
gefihrt. Die nachfolgend beschriebenen Schritte erfolgten in teilautomatisierter Abarbei-
tung auf dem Bee Blot 50 (Bee Robotics Ltd). Fir die Probeninkubation wurde in jede
einzelne Rinne der Inkubationsschale 1,5 ml Waschpuffer zugegeben. Ab jetzt wurde auf
vollstandige Benetzung der Teststreifen mit den Reagenzien geachtet.

Die Inkubationsanséatze der Patienten- und Kontrollseren wurden fir 35 Minuten auf den
Schittler gestellt. AnschlieBend wurde die Flissigkeit aus den Rinnen vollstandig abge-
saugt. Danach wurde insgesamt dreimal ein finfminttiger Waschschritt pro Vertiefung mit
1,5 ml Waschpuffer durchgefiihrt. Die Flissigkeit wurde nach jedem Waschschritt jeweils
wieder vollstdndig abgesaugt. Nachfolgend wurde in die entsprechenden Rinnen je 1,5 ml
frisch zubereitete IgM- bzw. IgG-Konjugatlésung zugegeben. Die Ansatze inkubierten flir
15 Minuten auf dem Schuttler. Die Konjugatlésungen wurden nach abgeschlossener In-
kubation wieder abgesaugt. Die Teststreifen wurden erneut nach obigem Schema dreimal
mit Waschpuffer gewaschen. Danach erfolgte die Zugabe von je 1,5 ml Aqua dest. mit
anschlieBender einminttiger Inkubation unter schittelnden Bewegungen. Fir die folgende
dritte Inkubation wurde je Vertiefung 1,5 ml gebrauchsfertige Chromogen/Substratiésung
zugegeben. Die Entwicklung auf dem Schittler dauerte 10 Minuten und wurde durch Ab-
saugen der Flussigkeit beendet.

Im Anschluss folgte ein dreimaliges Spilen mit je 1,5 ml Aqua dest. ohne Zwischeninku-
bation. Die Wanne wurde nach dem Testablauf aus dem Gerat genommen und auf Filter-
papier ausgeklopft. Die Teststreifen blieben dabei am Wannenboden haften. Die restliche
Flussigkeit wurde mit einem Handabsaugsystem entfernt und die Inkubationswanne mit
den Teststreifen zum Trocknen fUr kurze Zeit auf eine Warmhalteplatte gestellt.

2.2.8 Virasorb-RF-Absorbens

Durch die Vorbehandlung von Seren mit RF-Absorbens, einem hochkonzentrierten Anti-
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human-lgG, wurde Gesamt-lgG komplex gebunden. Dieser Vorgang verhinderte zum ei-
nen, dass in Proben mit hohem erregerspezifischem IgG-Anteil bindungsschwéachere IgM-
Antikérper durch bindungsstérkere IgG-Antikérper verdrangt wurden. Falsch negative Re-
sultate bei Nachweisverfahren von spezifischen IgM-Antikdrpern wurden dadurch redu-
ziert. Zum anderen konnten Rheumafaktoren, welche Autoantikérper vorwiegend der
Klasse IgM sind und bevorzugt an den konstanten Fragment crystallisable-Teil von 1gG-
Antikérpern binden, durch die Immunkomplexbildung der IgG-Antikdrper mit entfernt wer-
den. Falsch positive Resultate durch Rheumafaktoren wurden so minimiert.

Die Vorbehandlung der Toxoplasmose- und CMV-Seren mit RF-Absorbens vor der Unter-
suchung im EBV ViraStripe IgM erfolgte durch Mitarbeiter der Fa. Viramed in deren Labor.
Von den zu untersuchenden nativen Seren wurden jeweils 30 pl in ein Zentrifugen-
réhrchen pipettiert. Nachfolgend wurde in jedes Réhrchen 60 ul Virasorb-RF-Absorbens
hinzugeflgt und gut durchmischt. Das Gemisch inkubierte danach fur 5 Minuten bei
Raumtemperatur (20-25°C). Der so gebildete Niederschlag konnte anschlieBend durch
zehnmin(tige Zentrifugation bei 2000 rpm abgetrennt werden. Zur weiteren Analytik wur-
den jeweils 60 ul vom Uberstand abgenommen. Danach wurden die so vorbehandelten
Seren im EBV ViraStripe IgM in der Fa. Viramed untersucht.

2.2.9 Auswertung der Immunoblot-Teststreifen

2.2.9.1 Gultigkeit der Testlaufe - Kontrollen

Der Testdurchlauf galt als gultig, wenn auf jedem Nitrozellulose-Streifen die Serumkontrol-
le und die jeweils untersuchte Immunglobulinklasse der Konjugatkontrolle, als auch auf
den Viramed-Teststreifen die intern mitgefiihrte Cut off-Kontrolle gut sichtbar waren. Bei
den Immunoblots der Fa. Virotech musste in jedem Lauf ein separater Teststreifen fur die
Cut off-Kontrolle der untersuchten Immunglobulinklasse mitgeftihrt werden. Die Cut off-
Banden (siehe 2.2.9.3) auf den Teststreifen mussten jeweils eine schwache Farbung auf-
weisen. Pro Lauf wurden in allen Viramed-Testen zuséatzlich ein Negativ-, ein Positiv- und
ein schwach Positivkontrollserum mitgefthrt. Bei Verwendung des Negativkontrolimateri-
als durften sich keine Banden auf den Blotstreifen entwickeln.

Erforderliche Nachuntersuchungen von Immunoblots aufgrund invalider Teste wurden
sowohl im LADR Zentrallabor Dr. Kramer & Kollegen als auch im Verantwortungsbereich
der Fa. Viramed durchgefiihrt. Durch das Fachpersonal der Fa. Viramed wurden Seren
als Randstreifenentwicklung ausgetestet, wodurch noch eine Nachtestung auf Immuno-
blotstreifen derselben Charge, wie in der Studie verwendet, erfolgen konnte.
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2.2.9.2 Auswertung mit der Virascan Software

Unmittelbar nach Trocknung der entwickelten Immunoblots erfolgte die Testauswertung
mit der Viracam und der Virascan Software 2.07 (Viramed). Es handelte sich um eine
densitometrische Analyse von erzeugten Graustufenbildern. Mit Hilfe von vordefinierten
Bandenpositionen wurden immunspezifische Bandenmuster auf jedem Patientenstreifen
gemessen. Nach Subtraktion der Hintergrundaktivitdt wies die Software einen numeri-
schen Wert aus. Die Cut off-Kontrolle wurde dabei auf 100% gesetzt und die anderen

Banden daran prozentual gemessen.

Die Auswertung der Antigenstreifen der Fa. Virotech erfolgte entsprechend nach Herstel-
lerangaben. Alle Banden auf diesen Immunoblots, die eine Intensitdt =100% der
Cut off-Kontrolle aufwiesen, wurden als positive Bande bewertet. Eine Cut off-nahe Ban-
denintensitdt ab =80% aber <100% der Cut off-Kontrolle wurde beim

EBV IgG/IgM Line Immunoblot (Virotech) als schwach positive Bande bewertet.

Die Bewertung der Immunoblots der Fa. Viramed erfolgte nach Kriterien, die der Routi-
neanalytik im LADR Zentrallabor Dr. Kramer & Kollegen entsprachen. Alle Banden, die
eine Intensitat von = 80% der Intensitat der Cut off-Bande aufwiesen, wurden bei den
Teststreifen der Fa. Viramed als positiv gewertet. Als schwach positive Bande wurde eine
Intensitat ab = 60% und < 80% der Cut off-Kontrolle bewertet.

2.2.9.8 Visuelle Auswertung

Nach der elektronischen Archivierung wurden alle Antigenstreifen auf die entsprechenden
Auswertungsprotokolle aufgeklebt. Im Anschluss erfolgte ein visueller Abgleich der entwi-
ckelten Banden anhand der Cut off-Kontrollen mit den gemessenen Intensitéaten. Stimm-
ten die mittels Scansoftware ermittelten semiquantitativen Werte nicht mit der auf den
Orginalblotstreifen sichtbaren Starke der Banden Uberein, wurden notwendige Anpassun-
gen der Virascan-Ergebnisse manuell in der Excel-Tabelle vorgenommen. Aufgrund von
Scanfehlern nicht erfasste als auch aufgrund von Verunreinigungen falschlicherweise
durch die Scantechnik erfasste Banden wurden korrigiert. Hierzu erfolgte eine Ubernahme
der Ergebnisse von Banden mit vergleichbarer Starke aus dem jeweiligen Lauf bzw. ein
Zuriicksetzen der Intensitat auf Null bei nicht vorhandenen Banden. Visuell wurde bei je-
dem Blot das Verhaltnis der VCA p18- und VCA gp125-Antikérper zueinander flr jeden
Immunoblot beurteilt. Als gréBer oder kleiner wurde ein mit dem Auge deutlich wahr-
nehmbarer Unterschied der Bandenintensitaten gewertet.

Bandenbewertung laut Testanleitung der Firma Virotech

Als positiv zahlte jede Bande die groBer oder gleich stark war wie die der entsprechenden
Cut off-Kontrolle. Banden mit schwacherer Intensitat als die zugehérige Cut off-Kontrolle
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sollen nach Herstellerangaben nicht in die Bewertung mit einbezogen werden. Als
Cut off-Kontrolle zur Bandenbewertung diente jeweils zur I9G- und IgM-Auswertung die
VCA p18-Bande auf dem Cut off-Kontroll-Teststreifen. Ausnahme bildete die negative
IgM-Serologie. Hierbei wurde zur Beurteilung des EBNA1-IgG die EBNA1-Bande des
Cut off-Kontroll-Teststreifens zu der Cut off-Kontrollbande.

Bandenbewertung laut Testanleitung der Firma Viramed

Als positiv wurde jede Bande gewertet, die gréBer oder gleich der streifeninternen
Cut off-Kontrolle war. Eine schwache Bande hatte eine kleinere Intensitat als die
Cut off-Kontrollbande. Ganz schwach zu erkennende Banden gingen laut Hersteller nicht

in die Bewertung ein.

Immunoblotbewertung nach Herstellerangaben

Die Auswertekriterien flr die kommerziellen Immunoblots wurden nachfolgend in Tabelle
2.6 zusammenfassend dargestellt.

Tabelle 2.6: Auswertekriterien der kommerziellen EBV (a) IgG- und (b) IgM-Immunoblots

a|lgG Viramed Virotech

mind.1 Bande = Cut off
(VCA gp125, VCA p18, EA-D, EBNAT1)

schwache Bande < Cut off
(VCA gp125, VCA p18, EA-D, EBNA1)

keine Bande negativ negativ

positiv positiv

grenzwertig | negativ

b | IgM Viramed Virotech

mind.1 Bande = Cut off
(VCA gp125, VCA p18)

schwache Bande < Cut off
(VCA gp125)

EA-D isoliert = Cut off positiv negativ

positiv positiv

grenzwertig | negativ

keine Bande oder schwache Bande . .
(VCA p18, EA-D) negativ negativ

2.2.10 Statistik

Die gesamte Erfassung und Verwaltung der erhobenen Daten und z. T. die graphische
Ergebnisdarstellung sowie die Berechnung von BestimmtheitsmaBen (R2) nach Pearson
erfolgte mit Microsoft Excel Professional Plus 2010 (Version 14.0.7149.5000).

Die Box-Whisker-Plot-Diagramme zum Vergleich der mittels Virascan Software 2.07 der
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Fa. Viramed gemessenen Intensitaten wurden mit dem Programm SigmaPlot fir Windows
Version 12.3 und CorelDraw X5 erstellt.

Flr die statistische Analyse wurde beim Vergleich der Verteilung zweier nominaler Variab-
len der Exakte Fischer-Test auf Unabhangigkeit verwendet. Der Exakte Fischer-Test hat
die Nullhypothese (HO), dass kein Unterschied zwischen der Verteilung beider Variablen
besteht. Wird eine Irrtumswahrscheinlichkeit von 5 % akzeptiert, ein allgemein Ublicher
Wert, so wird HO bei einem p-Wert < 0,05 verworfen, d. h. es wird davon ausgegangen,
dass es einen Unterschied in der Verteilung gibt.

Fir die Analyse einer méglichen Korrelation zweier nominaler Variablen wurde Cramérs V
verwendet. Das Ergebnis von Cramérs V liegt zwischen 0 und 1; im Gegensatz zum Kor-
relationskoeffizienten nach Pearson sprechen hohe Werte bei Cramérs V sowohl flr eine
hohe positive als auch negative Korrelation. Die Korrelationsanalyse ordinaler Variablen
erfolgte mit Kendalls Tau b (1v), der ahnlich wie Pearsons Korrelationskoeffizient Werte
zwischen -1 und +1 annehmen kann. Hier zeigt -1 eine starke inverse Korrelation, 0 eine

fehlende Korrelation und +1 eine starke positive Korrelation an.

In der Arbeit wurden probenspezifische Bandenmuster auf Immunoblots verschiedener
Hersteller miteinander verglichen. Hierbei wurde im gesamten Probenkollektiv bestimmt,
mit welcher Anzahl Bandenmuster bei einem bestimmten Serostatus pro verwendetem
Immunoblot auftreten. Dabei wurde jede untersuchte Probe jeweils einem Bandenmuster
zugeordnet, d. h. das Bandenmuster wurde auf einer nominalen Skala erfasst und die An-

zahl der Zuordnungen zwischen den verschiedenen Blots miteinander verglichen.

Die Signifikanz der Unterschiede wurde fir jedes Bandenmuster durch einen separat
durchgefihrten Exakten Fischer-Test in einer Vier-Felder-Tafel untersucht. Dabei wurde
in der Vier-Felder-Tafel in der ersten Dimension das dichotome Merkmal ,Bandenmuster
vorhanden® oder ,Bandenmuster nicht vorhanden“ und in der zweiten Dimension die no-
minale Variable , Testhersteller” aufgetragen. Der berechnete p-Wert wurde nach der Me-
thode von Holm (1979) korrigiert, um der Alphafehler-Kumulierung durch multiples Testen
der verschiedenen Bandenmuster entgegenzuwirken [148]. Als signifikanter Unterschied
zwischen den Bandenmustern verschiedener Hersteller wurde ein Kkorrigierter p-

Wert < 0,05 angenommen.

Alle statistischen Berechnungen wurden mit der Software R (Version 3.3.0) durchgefihrt
[149]. Dabei wurden folgende Zusatzpakete verwendet: ved (Visualizing Categorical Data.
R Paketversion 1.4-1), vcdExtra ('ved' Extensions and Additions. R Paketversion 0.7-0)
und DescTools R (Paketversion 0.99.16).
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3 Ergebnisse

3.1 Pravalenz der EBV-Infektion im Patientenkollektiv

Tabelle 3.1 zeigt, dass die Durchseuchung mit EBV friih beginnt. Schon im Alter von 5 bis
9 Jahren hatten 50% der untersuchten Kinder einen stattgehabten Erregerkontakt mit
EBV. In der Gruppe der 10- bis 19-Jahrigen waren bereits ca. 71,9% der Patienten mit
EBV durchseucht. Bei den é&lteren Erwachsenen stieg die Seropravalenzrate weiter auf
98% an, sodass nahezu jeder Erwachsene Uber 50 Jahre seropositiv war. Die ermittelte
altersabhangige Seropositivitat entsprach der erwarteten Pravalenz. Die in der Studie
erhobenen Ergebnisse haben daher Giiltigkeit fir die allgemeine EBV-Diagnostik in der
Normalbevdlkerung in Deutschland.

Tabelle 3.1: Erstbefunde der VCA-IgG-Antikérper (ELISA) im LADR Zentrallabor Dr. Kra-
mer & Kollegen, ermittelt im Zeitraum von Anfang Januar 2008 bis einschlieB3lich April
2011, unterteilt in Altersgruppen beginnend ab dem 2. Lebensjahr und angegeben in Pro-
zent bzw. absoluter Haufigkeit (n = 57.966). Der Prozentsatz der VCA-IgG-positiven Pro-
ben entspricht der EBV-Seropréavalenz der jeweiligen Altersgruppe.

VCA-lgG
Altersgruppe positiv negativ Gesamt-
in Jahren % Anzahl % Anzahl ergebnis
2 bis 4 36,8% 731 63,2% 1253 1984
5bis 9 50,0% 2008 50,0% 2011 4019
10 bis 19 71,9% 11938 28,1% 4666 16604
20 bis 29 89,7% 10019 10,3% 1156 11175
30 bis 39 95,3% 8370 4,7% 411 8781
40 bis 49 96,8% 7466 3,2% 249 7715
50 bis 59 97,8% 4089 2,2% 93 4182
uber 59 98,0% 3437 2,0% 69 3506
Gesamtergebnis 82,9% 48058 17,1% 9908 57966

3.2 Einfluss der Probenarchivierung bei -20°C auf das Testergebnis im
EBYV ViraStripe IgG/IgM

3.2.1 Probenstabilitat nach 2-tagiger Lagerung bei -20°C

Anhand von 11 Seren wurde die Wiederholbarkeit der Antikérpermessergebnisse im
EBV ViraStripe IgG/IgM nach 2-tdgiger Lagerung bei -20°C im Vergleich zur direkten
Messung aus der Routineuntersuchung der am Tag der Probenentnahme hergestellten
Seren dokumentiert.
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Abbildung 3.1: Einfluss einer 2-tdgigen Lagerung der Seren bei -20°C auf die mittels
Virascan-System gemessenen relativen Bandenintensitaten des EBV ViraStripe IgG/IgM
(Viramed). Das Einfrieren der Seren hatte keinen Einfluss auf die gemessenen Intensita-
ten. 11 Seren wurden im Rahmen der Routinediagnostik (Lagerung bei 4°C, Messung am
Tag 0) und nach 2-tagiger Lagerung bei -20°C untersucht. Dargestellt ist die Korrelation
der gemessenen Intensitdten der Banden fur (A) EBNA1-IgG, (B) VCA gp125-1gG, (C)
VCA p18-lgG, (D) EA-D p54-1gG, (E) VCA gp125-IgM, (F) VCA p18-IgM und (G) EA-D
p54-IgM. Als Maf3 der Korrelation ist das Quadrat des Korrelationskoeffizienten nach Per-
son (R?) angegeben.
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Die mittels Viracam und Virascan Software 2.07 (Viramed) gemessenen Intensitaten der
Assaylaufe vor dem Einfrieren bei -20°C und nach dem Auftauen der Seren wurden fir
jedes Antigen gegeneinander in ein Koordinatensystem aufgetragen und als Punktwolken
mit Regressionsgeraden dargestellt. Die gemessenen relativen Intensitdten gegen alle
ausgetesteten Antigene zeigten nach 2-tagiger Lagerung bei -20°C sehr gute Ubereinst-
immungen mit den Ergebnissen des Routinelaufes aus dem frischen Serum (siehe Abbil-
dung 3.1). Alle in der Routine positiv detektierten Antikérper fanden sich visuell in gleicher
Bandenstarke und mittels Virascan-Software in ahnlicher bis nahezu identischer relativer
Intensitat in der Analysenserie nach 2-tagiger Lagerung im Gefrierschrank wieder. In den
Korrelationsgrafiken fur die einzelnen auf dem EBV ViraStripe IgG/IgM verwendeten Anti-
gene zeigte sich mit sehr hohen BestimmtheitsmaBen (R?), die zwischen 0,91 und 0,991
lagen, zwischen beiden Assaylaufen eine sehr gute Korrelation der gemessenen Scanin-
tensitaten. Ein Einfluss durch einmaliges Einfrieren und Auftauen der Seren auf die semi-
quantitative Antikbrpermessung mittels Virascan im EBV ViraStripe konnte somit zumin-
dest nach 2-tagiger Lagerung bei -20°C ausgeschlossen werden.

3.2.2 Probenstabilitat nach 1-3-monatiger Lagerung bei -20°C

Bei 229 Serumproben, die bereits zuvor in der Laborroutine mit dem
EBV ViraStripe IgG/IgM (Viramed) untersucht waren, wurde die Reproduzierbarkeit der
Ergebnisse aus dem Analysenlauf der Studie nach 1-3-monatiger Lagerung bei -20°C im
Vergleich zum Routinelauf des Labors mit den frischen Seren (Lagerung bei 4°C, am Tag
0 gemessen) mittels Korrelationsgrafiken fur alle auf dem EBV ViraStripe IgG/IgM ver-
wendeten Antigene Uberprift. Die gemessenen relativen Intensitaten der beiden Assay-
laufe vor dem Einfrieren und nach einmaligem Auftauen der Seren nach bis zu 3-
monatiger Lagerung bei -20°C wurden zum Ausschluss eines verédndernden Einflusses
gegeneinander in ein Koordinatensystem aufgetragen und als Korrelationsgrafiken in Ab-
bildung 3.2 dargestellt. Ein hohes Bestimmtheitsmal3 zeigten die Auswertungen flr das
EBNA1-1gG (R?= 0,8466) und fir das EA-D p54-lgG (R?= 0,821). Etwas niedrigere Korre-
lationen wurden beim Vergleich der gemessenen Intensitaten fiir VCA gp125-IgG (R?=
0,6601) und EA-D p54-IgM (R2= 0,6613) gefunden. In dem Studienuntersuchungsgang
wurden einige schwache EA-IgM-Intensitaten auf den Immunoblots angeféarbt, die zuvor in
der Routineuntersuchung vor dem Einfrieren der Seren nicht detektiert wurden, wobei
diese Intensitdten zumeist unter dem Cut off von 80 lagen und somit auch negativ gewer-

tet werden mussten.
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Abbildung 3.2: Einfluss einer 1-3-monatigen Lagerung der Seren bei -20°C auf die mit-
tels Virascan-System gemessenen relativen Bandenintensititen des EBV Vira-
Stripe 1gG/IgM (Viramed). Das Einfrieren der Seren hatte keinen wesentlichen Einfluss auf
die gemessenen Intensitédten. 229 Seren wurden im Rahmen der Routinediagnostik (La-
gerung bei 4°C, Messung am Tag 0) und nach 1-3-monatiger Lagerung bei -20°C unter-
sucht. Dargestellt ist die Korrelation der gemessenen Intensitaten der Banden fir (A) EB-
NA1-1gG, (B) VCA gp125-IgG, (C) VCA p18-1gG, (D) EA-D p54-IgG, (E) VCA gp125-IgM,
(F) VCA p18-IgM und (G) EA-D p54-IgM. Als MalB der Korrelation ist das Quadrat des
Korrelationskoeffizienten nach Person (R?) angegeben.

40



Ergebnisse

Insgesamt betrachtet lagen alle BestimmtheitsmaBe zwar leicht unter den ermittelten Wer-
ten nach nur 2-tagiger Lagerung der Proben bei -20°C (siehe Abbildung 3.1), jedoch lie-
Ben die Regressionsgeraden fur die semiquantitativen Antikérper-Messungen gegen alle
verwendeten Antigene auch hier einen guten linearen Zusammenhang erkennen (siehe
Abbildung 3.2). Die Archivierung der Seren bei -20°C hatte keinen wesentlichen Einfluss
auf die gemessenen Bandenintensitaten.

3.3 Vergleich der kommerziellen EBV Line Inmunoblots

3.3.1 Serostatus

Nach der im Material- und Methodenteil unter Punkt 2.2.2.2 ausflhrlich beschriebenen
Einstufung der 300 Proben in einen EBV-Serostatus wurden fir den Methodenvergleich
der beiden kommerziellen Immunoblots die Haufigkeiten der Serogruppen und ihrer Un-
tergruppen ermittelt. Die Einteilung nach dem Interpretationsschema diente lediglich der
besseren Vergleichbarkeit typischer Antikdrperreaktionsmuster in der Immunoblotbe-
wertung und entsprach nicht zwingend dem tats&chlichen Infektionsstatus des Patienten.
Von den 300 getesteten EBV-Seren konnten elf Proben nicht in der Auswertung flir den
Methodenvergleich der kommerziellen EBV-Immunoblots berlcksichtigt werden. Zwei
IgM-Blots der Fa. Viramed wurden nicht korrekt entwickelt. Zusatzlich gab es bei neun
Seren ein Entwicklungsproblem im IgM-Test der Fa. Virotech und bei einem Serum in
dessen IgG-Immunoblot. Eine Probe konnte jeweils in beiden IgM-Testen aufgrund einer
starken Hintergrundfarbung nicht bewertet werden. Die beschriebenen Proben wurden
von der weiteren Betrachtung ausgeschlossen, somit standen fiir den Methodenvergleich
der beiden Immunoblots und fir die Optimierung des EBV ViraStripe valide Ergebnisse
von 289 Seren zur Verflgung.

Tabelle 3.2: Haufigkeiten der Serodiagnosen, eingeteilt mit dem EBV ViraStripe 1gG/IgM
(Viramed) und dem EBV IgG/IgM Line Immunoblot (Virotech)

frisch 85 29,4 88 30,4 1,0000 n.s.
zurickliegend 149 51,6 141 48,8 1,0000 n.s.
kdrzlich 16 5,5 15 52 1,0000 n.s.
unklar 21 7,3 25 8,7 1,0000 n.s.
negativ 18 6,2 20 6,9 1,0000 n.s.
Summe 289 100,0 289 100,0

' Die p-Werte wurden mit dem Exakten Fischer-Test flir jede Zeile einzeln berechnet und mit der Methode von Holm fir
multiples Testen korrigiert (n = 5).

2 Als signifikanter Unterschied wurde ein p-Wert < 0.05 angenommen. n. s., nicht signifikant; *, p < 0,05; **, p <0,01; ***,
p < 0.001; *** p<0,0001.

3 Der Serostatus ist definiert in Tabelle 2.2.
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Die absoluten und prozentualen Haufigkeiten fiir jeden Serostatus wurden fir die beiden
kommerziellen EBV-Line-Blots in Tabelle 3.2 gegeniibergestellt. In dieser Ubersicht wur-
den ahnlich viele Seren in die serologischen Befundstufen ,negativ, ,frisch®, kirzlich
und ,zurlickliegend fir beide Teste eingeteilt. Es kam in beiden Testen zu &hnlich vielen
zunklaren“ Ergebnissen. Dieses wurde in der statistischen Analyse bestatigt: der Exakte
Fischer-Test fir die gesamte Tabelle 3.2 zeigte einen p-Wert von 0.9444, d. h. es gab
keinen signifikanten Unterschied bei der Anzahl der gestellten Serodiagnosen zwischen
den beiden kommerziellen Immunoblots. Die Einteilung der Seren nach dem fir die Studie
entwickelten Interpretationsschema in einen Serostatus korrelierte gut zwischen den

kommerziellen EBV-Immunoblots von Viramed und Virotech.

Um das Verhalten der beiden Blots fir jedes einzelne Serum zu vergleichen, wurden an-
schlieBend die erhaltenen Serodiagnosen, eingeteilt mit den Viramed-Blots, denen des
Vergleichstestes von Virotech in einer Kreuztabelle gegenlibergestellt (siehe Tabelle 3.3).

Tabelle 3.3: Vergleich der Serodiagnosen, eingeteilt mit dem EBV ViraStripe IgG/IgM
(Viramed) und dem EBV IgG/IgM Line Immunoblot (Virotech)

Hierbei fiel auf, dass die meisten Seren von beiden Blots identisch eingeteilt wurden. Die
Kontingenztafel zeigte, dass es keine Uberschneidungen der Serodiagnosen ,frisch, ,zu-
rickliegend“ und ,seronegativ‘ gab. Diese gute Korrelation zeigte sich auch in der Korre-
lation nach Cramérs, die bei V = 0,70 lag. Auffallend war jedoch, dass 38 von 289 (13,1%)
der Seren in einem der beiden oder in beiden Testen ein unklares Bandenmuster zeigten.
Von diesen 38 unklaren Seren, waren allerdings 30 Seren nur in einem der beiden Teste
unklar und zeigten in dem jeweils anderen Test ein eindeutiges Bandenmuster. Diese
schlechte Korrelation wurde durch die Analyse einer Kreuztabelle bestatigt, bei der die
Ergebnisse in die beiden Werte ,klar* und ,unklar“ reklassifiziert wurden (ohne Tabelle),
was zu einem Cramérs V von nur 0,29 flhrte. Der Unterschied zwischen den beiden
kommerziellen Blots beschrankte sich offenbar vor allem auf die Seren mit unklarem Ban-
denmuster. Wurden alle unklaren Ergebnisse ausgeklammert (ohne Tabelle), so zeigte
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sich eine noch bessere Korrelation zwischen den beiden Blot-Herstellern (Cra-
mérs V = 0,85). Da bei dieser reduzierten Kreuztabelle die Blotergebnisse nun ordinal
vorlagen (negativ < frisch < klrzlich < zurtickliegend), konnte fiir die Korrelation zusatzlich
ein Rangkorrelationskoeffizient nach Kandells berechnet werden, der ebenfalls eine sehr
gute positive Korrelation beider Teste zeigte (1, = 0,96). Da es in der ordinalen Kreuztab-
elle nur Abweichungen zwischen den Testen in den benachbarten Klassen gab, wurde
zusatzlich die Korrelation fur die drei jeweils benachbarten Klassen berechnet. Hier zeig-
ten die Teste eine exzellente Korrelation im Vergleich ,negativ” vs. ,frisch* (1= 1,00) und
.Kdrzlich“ vs. ,zurlckliegend (1, = 0,88), jedoch nur eine maBige Korrelation zwischen
Jfrisch* vs. kirzlich“ (1, = 0,49).

3.3.2 Haufigkeitsverteilungen der Antikérperreaktionsmuster

Die Haufigkeitsverteilungen der verschiedenen Antikdrperreaktionsmuster wurden nach-
folgend fir beide kommerzielle EBV Line Immunoblots (Fa. Viramed und Fa. Virotech)
separat aufgeschlisselt und auf Verschiedenheit ihrer Verteilung gepraft.

3.3.2.1 Serostatus ,frisch”

Zwischen den beiden kommerziellen Immunoblots wurde ein signifikanter Unterschied bei
den Haufigkeiten und der Verteilung der verschiedenen Bandenmuster des Serostatus
Jfrisch® mit dem Exakten Fischer-Test fir die gesamte Tabelle 3.4 nachgewiesen
(p = 0,00063). Bei der Auswertung des Serostatus ,frisch* zeigten sich mit 92,1% im
EBV IgG Line Immunoblot (Virotech) haufiger Antikdrperreaktionsmuster mit isoliertem
VCA gp125-1gG-Nachweis als auf dem EBV ViraStripe IgG (Viramed) (71,7%). Die Auste-
stung mittels kommerziellem Immunoblot der Fa. Viramed erbrachte bei 24 von 85 Proben
(Gruppe 3 und 4) bereits einen positiven VCA p18-IgG-Nachweis. Im Gegensatz dazu
wurden mit dem Immunoblot der Fa. Virotech nur 7 von 88 Seren fir VCA p18-IgG positiv
detektiert (siehe Tabelle 3.4). Dieser signifikante Unterschied konnte mit einem korrigier-
ten p-Wert von 0,00955 in der Gruppe 3 nachgewiesen werden. Das VCA p18 auf dem
EBV ViraStripe IgG der Fa. Viramed reagierte bei den frischen Infektionen eher sensitiv
als auf dem Vergleichstest der Fa. Virotech. In der IgM-Analyse hingegen fand sich mit
dem EBV IgM Line Immunoblot (Virotech) bereits bei 30,7% der Proben mit isoliertem
VCA gp125-IgG-Nachweis ein fihrender VCA p18-Nachweis bei den VCA-IgM-
Antikérpern. Mit dem Viramed-Test wurden dieser Gruppe 2 des Serostatus ,frisch® nur
12,9% der Proben zugeteilt. Die Signifikanz der Verschiedenheit der Verteilung der Anti-
kérperreaktionsmuster der Gruppe 2 zwischen den beiden kommerziellen Immunoblots
konnte mittels korrigierten p-Wert von 0,01728 festgestellt werden. Somit scheint das
VCA p18-Antigen auf dem Virotech-IgM-Immunoblot bei den frischen Infektionen sensiti-

ver eingestellt zu sein.
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Tabelle 3.4: Haufigkeiten der Bandenmuster des Serostatus ,frisch®, eingeteilt mit dem
EBV ViraStripe IgG/IgM (Viramed) und dem EBV IgG/IgM Line Immunoblot (Virotech)

Gruppe 1
VCA gp125-1gG isoliert und 50 58,8 54 61,4 | 0,75805 n.s.
VCA gp125-IgM flihrend

Gruppe 2

VCA gp125-IgG isoliert und 11 12,9 27 30,7 | 0,01728 *

VCA p18-IgM fihrend
Gruppe 3

VCA gp125-1gG > VCA p18-IgG 15 17,6 3 3,4 0,00955 **

und VCA gp125-IgM fliihrend

Gruppe 4
VCA gp125-IgG > VCA p18-IgG 9 10,6 4 45 | 0,31423 n.s.
und VCA p18-IgM fuhrend

Summe 85 100,0 88 100,0

' Die p-Werte wurden mit dem Exakten Fischer-Test fir jede Zeile einzeln berechnet, wie im Material und Methodenteil
beschrieben, und mit der Methode von Holm fiir multiples Testen korrigiert (n = 4).

2 Als signifikanter Unterschied wurde ein p-Wert < 0.05 angenommen. n. s., nicht signifikant; *, p < 0,05; **, p <0,01; ***,
p < 0.001; *** p <0,0001.

3 Der Serostatus ,frisch* ist in Tabelle 2.2 definiert.

3.3.2.2 Serostatus ,kirzlich”

Die Konstellation mit Gberwiegender VCA p18-1gG-Antwort bei den Antikérpern gegen die
Viruscapsid-Antigene fand sich sowohl bei den EBNA1-IgG-positiven (13,3% vs. 0%) als
auch bei den EBNA1-IgG-negativen Proben (53,3% vs. 37,5%) des Serostatus ,kurzlich*
beim EBV IgG Line Immunoblot (Virotech) haufiger als auf dem EBV ViraStripe IgG
(Viramed). Umgekehrt verhielt es sich bei dem Antikérperreaktionsmuster mit gleich star-
ker VCA-IgG-Immunantwort. Dieses Muster trat bei den EBNA1-IgG-negativen (43,8% vs.
33,3%) und bei den EBNA1-IgG-positiven Seren (18,8% vs. 0%) im Viramed-Test gehauft
auf. Mit den errechneten korrigierten p-Werten konnte jedoch in den verschiedenen Un-
tergruppen des Serostatus kirzlich® zwischen den beiden kommerziellen
EBV Line Immunoblots der Firmen Viramed und Virotech kein signifikanter Unterschied
bei der Verteilung der IgG-Bandenmuster festgestellt werden (siehe Tabelle 3.5). Passend
dazu wurde mit dem Exakten Fischer-Test fUr die gesamte Tabelle 3.5 ein p-Wert von
0,1581 berechnet.
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Tabelle 3.5: Haufigkeiten der IgG-Bandenmuster des Serostatus ,kirzlich®, eingeteilt mit
dem EBV ViraStripe IgG (Viramed) und dem EBV IgG Line Immunoblot (Virotech)

Gruppe 10
EBNAT1-1gG negativ und 7 43,8 5 33,3 | 0,95898 n.s.
VCA p18-IgG = VCA gp125-1gG
Gruppe 11
EBNAT1-1gG negativ und 6 37,5 8 53,3 | 0,95898 n.s.
VCA p18-IgG fuhrend
Gruppe 12
EBNAT1-1gG positiv und 3 18,8 0 0 [0,90323 n.s.
VCA p18-IgG = VCA gp125-1gG
Gruppe 13
EBNAT1-1gG positiv und 0 0 2 13,3 | 0,90323 n.s.
VCA p18-IgG fuhrend

Summe 16 100,0 15 100,0

' Die p-Werte wurden mit dem Exakten Fischer-Test fiir jede Zeile einzeln berechnet, wie im Material und Methodenteil
beschrieben, und mit der Methode von Holm fiir multiples Testen korrigiert (n = 4).

2 Als signifikanter Unterschied wurde ein p-Wert < 0.05 angenommen. n. s., nicht signifikant; *, p < 0,05; **, p<0,01; ***
p < 0.001; *** p<0,0001.

3 Der Serostatus ,kirzlich“ ist in Tabelle 2.2 definiert.

3.3.2.3 Serostatus ,zurlickliegend*

Bei dem Serostatus ,zurlickliegend* zeigte sich bei der Bewertung der IgG-Banden-
verteilung der EBNA1-IgG-positiven Seren mit 66% (93/141) ein Uberwiegen der Konstel-
lation mit fOhrender VCA p18-IgG-Antwort gegentber dem VCA gp125-IgG beim
EBV IgG Line Immunoblot der Fa. Virotech (siehe Tabelle 3.6). In der IgG-Analyse des
kommerziellen Viramed-Testes (EBV ViraStripe IgG) fand sich nur bei 57% der EBNA1-
IgG-positiven Proben (85/149) ein Verteilungsmuster mit fihrender VCA p18-IgG-Antwort.
Mit dem Exakten Fischer-Test korrigiert nach Holm wurde fUr diese Serogruppe ein p-
Wert von 0,29506 berechnet, d. h. ein signifikanter Unterschied zwischen den beiden
kommerziellen Testen konnte mit diesen Daten nicht nachgewiesen werden. Der Anteil
der EBNA1-IgG-negativen Seren mit Uberwiegender VCA p18-1gG-Reaktivitat war mit
14,9% (21/141) bei dem Virotech-Immunoblot deutlich héher als beim EBV ViraStripe 1gG
(Viramed) mit 6,0% (9/149). Der Exakte Fischer-Test korrigiert nach Holm zeigte hier mit
einem p-Wert von 0,05834 ein grenzwertiges, knapp nicht signifikantes Ergebnis. Betrach-
tete man den nicht korrigierten p-Wert von 0,01945 konnte die Tendenz zu einem Unter-
schied in dieser Gruppe festgestellt werden. Die prozentuale Haufigkeit bei den EBNA1-
lgG-positiven  Seren mit gleich starker Antwort der beiden VCA-Antikdrper
(VCA gp125 = VCA p18) war im Viramed-lgG-Test mit 26,8% aufféllig hdher als beim Test
der Fa. Virotech (6,4%). Mit dem korrigierten p-Wert von 0,00001 konnte hier ein sehr
signifikanter Unterschied belegt werden.

Zusammenfassend wurde mit dem p-Wert < 0,00001, ermittelt mit dem Exakten Fischer
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Test, fur die gesamte Tabelle 3.6 ein sehr signifikanter Unterschied der Verteilungsmuster
der IgG-Banden zwischen den beiden verglichenen kommerziellen Immunoblots nachge-
wiesen. Die Anfangsvermutung, dass sich im EBV IgG Line Immunoblot der Fa. Virotech
im Gegensatz zum EBV ViraStripe IgG (Viramed) deutlich mehr zurlckliegende EBV-
Infektionen mit einem Uberwiegen der VCA p18-Antwort (Spatmarker) vs. VCA gp125
nachweisen lassen, konnte jedoch trotz héherer prozentualer Haufigkeit beim Virotech-
Blot anhand dieser Daten statistisch nicht sicher mit einem signifikanten Unterschied be-
legt werden. Statistisch signifikant war lediglich der erhéhte Anteil der Antikérperkonstella-
tion mit gleich starken Banden gegen beide Viruscapsid-Antigene im EBV ViraStripe IgG
(Viramed).

Tabelle 3.6: Haufigkeiten der IgG-Bandenmuster des Serostatus ,zurlckliegend®, einge-
teilt mit dem EBV ViraStripe IgG (Viramed) und dem EBV IgG Line Immunoblot (Virotech)

Gruppe 5
EBNA1-1gG positiv 85 57,0 93 66,0 | 0,29506 n.s.
und VCA p18-IgG fuhrend
Gruppe 6
EBNA1-IgG positiv und 40 26,8 9 6,4 0,00001 e
VCA gp125-1gG = VCA p18-IgG
Gruppe 8
EBNA1-IgG positiv und 15 10,1 18 12,8 0,57951 n.s.
VCA gp125-IgG fuhrend
Gruppe 7
EBNA1-IgG negativ und 9 6,0 21 14,9 | 0,05834 n.s.
VCA p18-IgG fuhrend

Summe 149 100,0 | 141 100,0

' Die p-Werte wurden mit dem Exakten Fischer-Test fiir jede Zeile einzeln berechnet, wie im Material und Methodenteil
beschrieben, und mit der Methode von Holm fiir multiples Testen korrigiert (n = 4).

2 Als signifikanter Unterschied wurde ein p-Wert < 0.05 angenommen. n. s., nicht signifikant; *, p < 0,05; **, p<0,01; ***,
p < 0.001; ****, p<0,0001.

3 Der Serostatus ,zurlickliegend® ist in Tabelle 2.2 definiert.

3.3.2.4 Bestéatigung der Ergebnisse des Serostatus ,zurlickliegend* anhand der EBNA1-
IgG-positiven Seren

Die Anfangsvermutung, dass sich im EBV IgG Line Immunoblot (Virotech) mehr zurick-
liegende Infektionen mit einem Uberwiegen der VCA p18-lgG-Antwort als im
EBV ViraStripe IgG (Viramed) finden, wurde zusatzlich anhand der in beiden kommerziel-
len Blots EBNA1-IgG-positiven Seren unabhangig von der Serostatuseinteilung tUberprift.

Mit dem IgG-Immunoblot der Fa. Viramed wurde in 51,9% der analysierten Proben
(150/289) eine EBNA1-Bande positiv detektiert. Mittels 1gG-Test der Fa. Virotech lieBen
sich in nur 130 Seren EBNA1-IgG-Antikérper nachweisen. Der Viramed-Test schien sen-
sitiver fir den EBNA1-IgG-Nachweis eingestellt zu sein, jedoch konnte mit den ermittelten
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korrigierten p-Werten (siehe Tabelle 3.7) bei einer Fallzahl von 289 kein signifikanter Un-
terschied zwischen den beiden kommerziellen EBV-Immunoblots belegt werden
(p = 0,22744). Im Vergleich dazu wurde im Screening-ELISA der Firma Diasorin lediglich
bei 80 von 284 aus der Studie getesteten Seren (28,1%) ein positiver EBNA1-1gG-
Nachweis detektiert.

Tabelle 3.7: EBNA1-lgG-Nachweise mit dem EBV ViraStripe IgG (Viramed) und dem
EBV IgG Line Immunoblot (Virotech) nach Bewertung aller 289 validen Seren

positiv 150 51,9 130 45,0 0,22744 n.s.
negativ 139 48,1 159 55,0 0,22744 n.s.
Summe 289 100 289 100

' Die p-Werte wurden mit dem Exakten Fischer-Test fiir jede Zeile einzeln berechnet, wie im Material und Methodenteil
beschrieben, und mit der Methode von Holm fiir multiples Testen korrigiert (n = 2).

2 Als signifikanter Unterschied wurde ein p-Wert < 0.05 angenommen. n. s., nicht signifikant; *, p < 0,05; **, p<0,01; ***,
p < 0.001; ****, p < 0,0001.

Anhand von 125 Proben mit anscheinend sicher zuriickliegenden Infektionen, welche
gleichzeitig im Viramed- und Virotech-Test fir EBNA1-IgG positiv waren, wurden dann

beide kommerziellen Teste in der IgG- und IgM-Analyse hinsichtlich der Bandenverteilung
miteinander verglichen (siehe Tabellen 3.8 und 3.10).

Tabelle 3.8: Haufigkeiten der IgG-Bandenmuster, eingeteilt mit dem EBV Vira-
Stripe 1gG/IgM (Viramed) und dem EBV IgG/IgM Line Immunoblot (Virotech) der in beiden
Testen EBNA1-IgG-positiven Seren

VCA p18 > VCA gp125 69 55,2 86 68,8 | 0,22096 n.s.
VCA p18 3 24 8 64 | 1,00000 n.s.
VCA p18 = VCA gp125 42 33,6 9 7,2 | <0,00001
VCA gp125 > VCA p18 8 6,4 13 10,4 | 1,00000 n.s.
VCA gp125 3 2,4 7 56 | 1,00000 n.s.
isoliert EA-D 0 0,0 1 0,8 | 1,00000 n.s.
isoliert EBNAT 0 0,0 1 0,8 | 1,00000 n.s.
Summe 125 100 125 100

' Die p-Werte wurden mit dem Exakten Fischer-Test fiir jede Zeile einzeln berechnet, wie im Material und Methodenteil
beschrieben, und mit der Methode von Holm fiir multiples Testen korrigiert (n = 7).

2 Als signifikanter Unterschied wurde ein p-Wert < 0.05 angenommen. n. s., nicht signifikant; *, p < 0,05; **, p <0,01;
p < 0.001; ****, p < 0,0001.

3 EA-D-IgG wird analog des Interpretationsschemas in Tabelle 2.2 nur bei isoliertem, d.h. ohne gleichzeitigen Nachweis von
VCA-IgG aufgefihrt.

*kk
i
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Der mit dem Exakten Fischer Test ermittelte p-Wert von < 0.00001 fiir die gesamte Tabel-
le 3.8 zeigte einen sehr signifikanten Unterschied hinsichtlich der lgG-Bandenverteil-
muster flr beide verglichenen Immunoblots auf. In der IgG-Analyse der EBNA1-reaktiven
Seren (n = 125) fand sich im Virotech-Test zwar ein héherer Prozentsatz mit fihrender
VCA p18-1gG-Antwort bei den VCA-Antikérpern sowie auch ein héherer prozentualer An-
teil mit isoliertem VCA p18-Nachweis, jedoch war der Unterschied zum Viramed-Blot auch
hier nicht signifikant. Ein signifikanter Unterschied (p < 0,00001) konnte erneut lediglich
bei dem deutlich héheren Prozentsatz (33,6%) von Seren mit gleich starker VCA-Anti-
kérperreaktivitat (VCA p18 = VCA gp125) in der IgG-Analyse bei dem Viramed-Test vs.

7,2% gegenuber dem Virotech-Test festgestellt werden.

Tabelle 3.9: Nachweisraten der IgG-Banden, ermittelt mit dem EBV ViraStripe IgG
(Viramed) und dem EBV IgG Line Immunoblot (Virotech) anhand der 125 in beiden Tes-
ten EBNA1-IgG-positiven Seren

Viramed 125 122 122 36
Virotech 125 115 116 22

Die Sensitivitdt des VCA p18-IgG war mit einer Nachweisrate von 122/125 (siehe Tabel-
le 3.9) im EBV ViraStripe IgG (Viramed) etwas héher als beim EBV IgG Line Immunoblot
der Fa. Virotech (116/125). Es scheint jedoch, dass das VCA p18-Antigen im Virotech-
lgG-Test bei den zurlickliegenden Infektionen mit einer gewlinschten starkeren Reaktivitat
des VCA p18 (siehe Tabelle 3.8) etwas spezifischer reagieren kénnte als im Viramed-lgG-
Test.

In der IgM-Analyse der in beiden kommerziellen Immunoblots EBNA1-IgG-positiven Seren
fanden sich mittels Virotech-Test 27 positive und 3 schwach positive Nachweise (24%).
Mit 9 positiven und 6 schwach positiven Banden wurden mit dem Viramed-Test deutlich
weniger IgM-Reaktivitaten detektiert (12%). Der Unterschied fir die gesamte Tabelle 3.10,
berechnet mit dem Exakten Fischer-Test, war fir die IgM-Nachweise und ihrer Banden-
verteilung in dieser Gruppe mit einem p-Wert von 0,05472 knapp nicht signifikant. Auffallig
war jedoch der mit 20,8% deutlich héhere Prozentsatz von isolierten VCA p18-IgM-
Nachweisen mittels Virotech-Test im Gegensatz zum Viramed-Test (9,6%). Der korrigierte
p-Wert von 0,08189 lag noch knapp Uber der Signifikanzmarke, sodass ein signifikanter
Unterschied mit den Daten des Methodenvergleichs nicht belegt werden konnte. Der un-
korrigierte p-Wert betrug 0,02111 und bestatigte die Tendenz zu einem Unterschied. Der
gleiche korrigierte p-Wert (0,08189) fand sich beim Vergleich der negativen IgM-
Nachweise. 110 Viramed-Blots vs. 95 Virotech-Blots wurden in der Gruppe der EBNA1-
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lgG-positiven Seren fur IgM negativ befundet. Die Auswertung der IgM-Analyse fir beide
kommerzielle EBV-Lineblots lasst vermuten, dass mit dem Virotech-Test aufgrund der
erhéhten Nachweisrate fir das VCA p18-IgM mehr unspezifische Reaktivitdten oder IgM-
Antikérper-Persistenzen bei EBNA1-IgG-positiven Seren detektiert wurden.

Tabelle 3.10: Haufigkeiten der VCA-IgM-Bandenmuster, eingeteilt mit dem EBV Vira-
Stripe IgM (Viramed) und dem EBV IgM Line Immunoblot (Virotech) nach Auswertung der
in beiden kommerziellen EBV-Immunoblots EBNA1-1gG-positiven Seren

VCA p18 > VCA gp125 2 1,6 2 1,6 1,00000 n.s.

VCA p18 12 9,6 26 20,8 0,08189 n.s.

VCA gp125 1 0,8 2 1,6 1,00000 n.s.

negativ 110 88 95 76 0,08189 n.s.
Summe 125 100,0 125 100,0

' Die p-Werte wurden mit dem Exakten Fischer-Test fiir jede Zeile einzeln berechnet, wie im Material und Methodenteil
beschrieben, und mit der Methode von Holm fiir multiples Testen korrigiert (n = 4).

2 Als signifikanter Unterschied wurde ein p-Wert < 0.05 angenommen. n. s., nicht signifikant; *, p < 0,05; **, p<0,01; ***
p < 0.001; *** p<0,0001.

Die Nachweisrate von EA-D-IgM (ohne Tabelle) war im Virotech-Blot mit 20 Banden vs. 9
Nachweisen im Viramed-Blot ebenfalls deutlich héher. Hier fielen insbesondere die 12
isolierten EA-D-IgM-Nachweise auf dem Virotech-Blot im Gegensatz zu nur 5 isolierten
Reaktivitdten auf dem EBV ViraStripe IgM (Viramed) auf. Im Unterschied zum EBV Vira-
Stripe IgM (Viramed), wo eine starke EA-D-Bande als positiver Blot zu werten war, wird
ein isolierter Nachweis von EA-D-IgM-Antikérpern unabhangig von der Bandenstarke auf
dem EBV IgM Line Immunoblot (Virotech) immer als negativer Test bewertet. Da mit dem
EBV ViraStripe IgM (Viramed) bei den EBNA1-IgG-positiven Seren nur schwach reaktive
EA-D-IgM-Banden detektiert wurden, waren diese ebenso wie alle isolierten EA-D-IgM-
Nachweise auf dem EBV IgM Line Immunoblot als negativ zu werten und wurden daher
nicht als gesondertes Bandenmuster aufgefihrt. Auch hier scheint der Virotech-Blot, un-
geachtetet der Bewertungskriterien der Hersteller mehr unspezifische EA-D-IgM-Reak-

tivitaten oder Persistenzen zu detektieren.

3.3.2.5 Bestatigung der Ergebnisse des Serostaus ,frisch“ anhand der EBNA1-lIgG-
negativen Seren mit reaktivem IgM-Nachweis

In einem weiteren Schritt wurden die in den kommerziellen EBV Line Immunoblots der
Hersteller Viramed und Virotech fir EBNA1-1gG-negative Seren mit gleichzeitig reaktivem
IgM-Nachweis (n = 101) unabhangig von ihrer Eingruppierung in einen bestimmten Sero-
status bewertet. Bei Fehlen des Spatmarkers EBNA1-IgG und gleichzeitigem Nachweis
von IgM-Banden handelt es sich tGberwiegend um Primérinfektionen.
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Tabelle 3.11: Haufigkeiten der IgG-Bandenmuster, eingeteilt mit dem EBV ViraStripe IgG
(Viramed) und dem EBV IgG Line Immunoblot (Virotech) nach Auswertung der in beiden
kommerziellen EBV-Immunoblots EBNA1-IgG-negativen Seren mit reaktivem IgM-
Nachweis

VCA gp125 56 55,4 69 68,3 |0,49094 | n.s.

VCA gp125 > VCA p18 24 23,8 6 59 |0,00402 | **
VCA gp125 = VCA p18 6 5,9 5 50 |1,00000| n.s.
VCA p18 > VCA gp125 7 6,9 5 50 |1,00000| n.s.
VCA p18 1 1,0 2 2,0 |1,00000| ns.
isoliert EA-D 3 3,0 6 59 |1,00000| n.s.
negativ 4 4,0 8 7.9 | 1,00000| n.s.

Summe 101 100,0 101 100,0

' Die p-Werte wurden mit dem Exakten Fischer-Test fiir jede Zeile einzeln berechnet, wie im Material und Methodenteil
beschrieben, und mit der Methode von Holm fiir multiples Testen korrigiert (n = 7).

2 Als signifikanter Unterschied wurde ein p-Wert < 0.05 angenommen. n. s., nicht signifikant; *, p < 0,05; **, p<0,01; ***,
p <0.001; ***, p <0,0001.

3 EA-D-IgG wird analog des Interpretationsschemas in Tabelle 2.2 nur bei isoliertem Nachweis aufgefiihrt. Alle 3 isolierten
EA-D-Nachweise im 1gG-Viramed-Blot lagen deutlich Gber dem Cut off und waren somit analog des Virotech-Testes als
positiver Blot zu werten.

Der ermittelte p-Wert von 0,01099 fur die gesamte Tabelle 3.11 zeigte, dass ein signifi-

kanter Unterschied hinsichtlich der IgG-Bandenverteilmuster flr diese Seren zwischen

den beiden kommerziellen Immunoblots bestand.

Bei der Auswertung der IgG-Analyse zeigte sich mittels EBV IgG Line Immunoblot (Viro-
tech) mit 68,3% ein héherer Prozentsatz von Seren mit isoliertem VCA gp125-Nachweis
bei den VCA-Antikérpern. Mit dem EBV ViraStripe IgG (Viramed) fand sich dieses Ban-
denmuster nur bei 55,4% der Seren. Dieser Unterschied war mit einem korrigierten p-
Wert von 0,49094 statistisch jedoch nicht signifikant. 24 (23,8%) der 101 Proben hatten in
der IgG-Auswertung des Viramed-Testes zusétzlich zu einer starken VCA gp125-Antwort
auch eine schwéachere VCA p18-Antwort. Dieses Antikdrperreaktionsmuster wurde in dem
Virotech-Blot in deutlich geringerer Anzahl 6/101 (5,9%) beobachtet. In der statistischen
Analyse konnte ein signifikanter Unterschied hinsichtlich der Haufigkeitsverteilung dieses
Bandenmusters zwischen den beiden kommerziellen Immunoblots der Firmen Virotech
und Viramed festgestellt werden (p-Wert = 0,00402).

In Tabelle 3.12 wird zuséatzlich gezeigt, dass im Viramed-lgG-Blot mit 38 VCA p18-Ban-
den deutlich mehr Nachweise als im Virotech-IgG-Blot (18/101) erbracht werden. Das
VCA p18-Antigen scheint aufgrund einer erhdhten Nachweisrate im EBV ViraStripe IgG
(Viramed) sensitiver bei den EBNA1-IgG-negativen Seren eingestellt zu sein. Damit be-
statigten sich die Ergebnisse der Serogruppe ,frisch”. Die Ubrigen Verteilungsmuster in
Tabelle 3.11 zeigten bei den verglichenen Immunoblots keine signifikanten Unterschiede.
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Tabelle 3.12: Nachweisraten der IgG-Banden, ermittelt mit dem EBV ViraStripe IgG
(Viramed) und dem EBV IgG Line Immunoblot (Virotech) anhand der 101 in beiden Tes-
ten EBNA1-lgG-negativen Seren mit reaktivem IgM-Nachweis

Viramed 93 38 56
Virotech 85 18 65

Bei der Auswertung der IgM-Untersuchungen zeigte sich bei den EBNA1-lIgG-negativen
Seren jeweils fir beide VCA-Antikdrper eine leicht erhéhte Nachweisrate mittels Virotech-
Blot (siehe Tabelle 3.14). Im gleichen Test wurde mit 80 Nachweisen eine deutlich héhere
Bandenanzahl fur EA-D-IgM als im Viramed-Blot (34/101) detektiert. Die EA-D-IgM-
Antikdrper waren in dieser Gruppe nie isoliert, sondern immer in Kombination mit VCA-
Antikdrpern nachweisbar.

Die Verteilungsmuster der VCA-IgM-Antikérper sind in Tabelle 3.13 in absoluter und pro-
zentualer Haufigkeit detailliert aufgefthrt. Das Antikdrperreaktionsmuster mit fihrender
oder isolierter VCA gp125-IgM-Antwort findet sich mit dem Viramed-Test bei 67,4% und
auf dem Virotech-Blot bei 50,5% der 101 EBNA1-negativen Seren. Der Unterschied zwi-
schen diesen beiden Mustern auf den kommerziellen IgM-Immunoblots war statistisch
nicht signifikant. Umgekehrt findet sich der etwas hdhere Prozentsatz der Proben mit iso-
lierter oder fuhrender VCA p18-IgM-Antwort mit 34,6% versus 24,8% beim Virotech-Test.
Das IgM-Bandenmuster VCA p18 > VCA gp125 wurde auf den Virotech-Teststreifen mehr
als doppelt so h&dufig wie auf den Viramed-Blots nachgewiesen. Der korrigierte p-Wert lag
mit 0,05955 nur knapp Uber der Signifikanzgrenze. Der unkorrigierte p-Wert von 0,01191
zeigte die Tendenz zur Signifikanz auf. Das VCA p18-Antigen auf dem
EBV IgM Line Immunoblot (Virotech) schien bei den EBNA1-1gG-negativen Seren mit re-
aktivem IgM-Nachweis sensitiver eingestellt zu sein. Proben mit gleich starken VCA-IgM-
Antikérpern (VCA gp125 = VCA p18) konnten in den Virotech-Immunoblots fast zweimal
so haufig wie in den Viramed-Testen detektiert werden, rein statistisch war dieser Unter-

schied jedoch nicht signifikant.

Zwar konnte beim Vergleich der einzelnen Bandenmuster bei einer Fallzahl von 101 in
dieser Gruppe kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen beiden kommerziellen
Immunoblots belegt werden, dafir zeigte sich jedoch mit dem Exakten Fischer-Test fir
die gesamte Tabelle 3.13 (p = 0,02082) ein Unterschied in der Verteilung bei den insge-
samt ermittelten Bandenmustern. Vermutlich dlrfte die unterschiedliche Verteilung des
IgM-Bandenmusters ,VCA p18 > VCA gp125“ in dieser Gruppe ursachlich dafir sein.
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Tabelle 3.13: Haufigkeiten der VCA-IgM-Bandenmuster, eingeteilt mit dem EBV Vira-
Stripe IgM (Viramed) und dem EBV IgM Line Immunoblot (Virotech) nach Auswertung der
in beiden kommerziellen Immunoblots EBNA1-IgG-negativen Seren mit reaktivem IgM-
Nachweis

VCA gp125 15 14,9 10 9,9 0.71363 n.s.

VCA gp125 > VCA p18 53 52,5 41 40,6 | 0.48213 n.s.

VCA gp125 = VCA p18 8 7.9 15 14,9 | 0.54883 n.s.

VCA p18 > VCA gp125 12 11,9 27 26,7 | 0.05955 n.s.

VCA p18 13 12,9 8 7.9 0.71363 n.s.
Summe 101 | 100,0 | 101 | 100,0

' Die p-Werte wurden mit dem Exakten Fischer-Test fir jede Zeile einzeln berechnet, wie im Material und Methodenteil
beschrieben, und mit der Methode von Holm fiir multiples Testen korrigiert (n = 5).

2 Als signifikanter Unterschied wurde ein p-Wert < 0.05 angenommen. n. s., nicht signifikant; *, p < 0,05; **, p<0,01; ***
p <0.001; ****, p < 0,0001.

Bereits bei 91 von 101 Seren, dargestellt in Tabelle 3.14, waren im EBV IgM Line Immu-

noblot (Virotech) VCA p18-Antikérper nachweisbar. Im Vergleich dazu fanden sich auf

dem EBV ViraStripe IgM (Viramed) 86 VCA p18-IgM-Banden. In beiden kommerziellen

Immunoblots wurden lediglich jeweils 2 VCA gp125-IgM-Banden mehr als VCA p18-IgM-

Nachweise detektiert. Das zeigte deutlich, dass VCA p18 in der IgM-Analyse ein Frih-

marker bei den frischen EBV-Infektionen darstellt.

Tabelle 3.14: Nachweisraten der IgM-Banden, ermittelt mit dem EBV ViraStripe IgG
(Viramed) und dem EBV IgG Line Immunoblot (Virotech) anhand der 101 in beiden Tes-
ten EBNA1-IgG-negativen Seren mit reaktivem IgM-Nachweis

Viramed 88 86 34
Virotech 93 91 80

3.3.2.6 Negative Seren

Seronegatives Material wurde in nur geringer Anzahl in der Studie als Kontrolle bei den
Untersuchungen mitgefuhrt, da es nicht Ziel war, die Spezifitédt der verwendeten Teste zu
Uberprifen. Mit dem EBV ViraStripe wurden 18 Proben als seronegativ befundet. Der
Vergleichstest von der Fa. Virotech war bei 20 Seren negativ fur EBV. 17 Seren wurden
Ubereinstimmend in beiden Testen mit negativ bewertet. Von den 4 diskrepanten Seren
hatte ein Serum im Virotech-Test eine isolierte EBNA1-IgG-Reaktivitdt ohne Nachweis
eines Durchseuchungsmarkers (VCA-IgG). 2 Seren zeigten im IgG-Immunoblot von
Viramed isolierte EA-D-Reaktivitditen. In einem weiteren Serum fand sich im
EBV ViraStripe IgM eine isolierte VCA p18-Bande. Da es sich hier um eine Verlaufskon-
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trolle handelte, konnte ein unspezifischer IgM-Befund diagnostiziert werden. Zusammen-
fassend muss festgestellt werden, dass es sich eher um unspezifische Reaktionen in den
beiden Testen handelt, als um echte Diskrepanzen.

3.3.3 Auswertung diskrepanter und unklarer Serodiagnosen

Die differenzierte vollstdndige Darstellung und Auswertung, der in der Kontingenztafel
(siehe Tabelle 3.3, Seite 42) sichtbar gemachten Uberschneidungen einzelner Serodiag-
nosen und insbesondere die Betrachtung der ,unklaren® Seren, erfolgte ausfuhrlich als
Einzelfallbeschreibungen im Anhang (siehe Seiten 108-119).

3.3.3.1 Fazit zu Diskrepanzen des Serostatus ,zurlickliegend*®

Die Antikdrperreaktionsmuster auf den kommerziellen Immunoblots der Fa. Viramed lie-
Ben bei 149 Seren die eindeutige Serodiagnose einer zuriickliegenden Infektion zu. Mit
den Testen der Fa. Virotech wurden mit den fir die Studie festgelegten Interpretationskri-
terien zunachst 141 dieser 149 Proben als Serostatus ,zurlickliegend®, 2 als ,kirzlich® und
6 als ,unklar* bewertet. Nach Einzelfallbetrachtung zeigten die Testergebnisse des
EBV IgG/IgM Line Immunoblot (Virotech) zumindest bei 2 dieser Seren einen unklaren
Befundstatus. 6 der diskrepanten Seren waren auch nach der Virotech-Arbeitsanweisung
[150] aufgrund der VCA p18-lgG-Bande bei negativem IgM-Befund bzw. Nachweis von
EBNA1-IgG als zurlckliegende Infektion zu bewerten gewesen. Einschrankend fehlte
jedoch bei 2 Proben zur sicheren Diagnose der Nachweis des Durchseuchungsmarkers
(VCA-IgG), sodass eine unspezifische Reaktion nicht mit letzter Sicherheit auszuschlie-
Ben war. Die Auswertungen legten die Annahme nahe, dass ein Uberwiegen der
VCA p18-IgG-Antwort gegenliber der VCA gp125-lgG-Bande auch bei positivem IgM-
Ergebnis entgegen der gultigen Auswertekriterien des Herstellers Virotech eine frische
EBV-Infektion ausschlieBen kdnnte und eine abgelaufene Infektion vermutet werden

kann.

3.3.3.2 Fazit zu Diskrepanzen des Serostatus ,unklar*

Mit dem EBV ViraStripe IgG/IgM (Viramed) wurden 21 der getesteten Seren dem Sero-
status ,unklar“ zugeordnet, mit dem EBV IgG/IgM Line Immunoblot (Virotech) 25 Proben
(siehe Tabelle 3.15). Bei jeweils 9 Seren war mittels beider kommerzieller Immunoblots
eine frische Infektion nicht sicher auszuschlieBen. In den Untersuchungen mit den kom-
merziellen Viramed-Immunoblots bestand bei 7 Proben der Verdacht auf eine frische In-
fektion mit einem atypisch friihen bzw. unspezifischem EBNA1-IgG-Nachweis. Das glei-
che Antikérperreaktionsmuster fand sich lediglich bei 4 Proben durch Austestung mit den
Virotech-Immunoblots. Umgekehrt bestand bei 4 Seren mit negativem IgM-Nachweis mit
dem Viramed-Test der Verdacht auf eine zurlickliegende Infektion ohne EBNA1-1gG-
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Nachweis und bei dem Virotech-Test bei 7 Proben. Bei 3 Seren war mittels Virotech-
Immunoblotbewertung ein unspezifischer EBNA1-lgG-Nachweis bei fehlender VCA-IgG-
Reaktivitat nicht von einer zurtickliegenden Infektion zu differenzieren. 1 Probe konnte mit
dem EBV ViraStripe IgG/IgM (Viramed) keiner definierten Serogruppe zugeteilt werden.
Ohne Eingruppierung in einen Serostatus durch den EBV IgG/IgM Line Immunoblot (Viro-
tech) blieben 2 Seren aufgrund seltener Antikdrperreaktionsmuster.

Tabelle 3.15: Haufigkeiten der verschiedenen Gruppen des Serostatus ,unklar, eingeteilt
mit dem EBV ViraStripe IgG/IgM (Viramed) und dem EBV IgG/IgM Line Immunoblot (Viro-
tech)

Gruppe 14
frisch nicht auszuschlieBen 9 42,9 9 36,0 |1,00000 n-s.
Gruppe 15
V.a. frisch mit atypisch frihem 7 33,3 4 16,0 |1,00000 n.s.
EBNA1-1gG
Gruppe 16
vermutlich zurtickliegend ohne 4 19,0 7 28,0 |1,00000 n.s.
EBNA1-1gG
Gruppe 17
zurlckliegend oder unspezifi- 0 0,0 3 12,0 |1,00000 n.s.
sches EBNA1-IgG
ohne 1 4,8 2 8,0 |[1,00000 n.s.
Summe 21 100,0 25 100,0

' Die p-Werte wurden mit dem Exakten Fischer-Test fiir jede Zeile einzeln berechnet, wie im Material und Methodenteil
beschrieben, und mit der Methode von Holm fiir multiples Testen korrigiert (n = 5).

2 Als signifikanter Unterschied wurde ein p-Wert < 0.05 angenommen. n. s., nicht signifikant; *, p < 0,05; **, p<0,01; ***,
p < 0.001; ****, p < 0,0001.

8 Der Serostatus ,unklar* ist in Tabelle 2.2 definiert.

Eine schematisierte Testinterpretation serologischer Befunde ist grundséatzlich problema-
tisch. Entscheidend flr die Befundinterpretation darf nie ein einzelnes Ergebnis, sondern
immer die Bewertung aller Befunde im Kontext mit der klinischen Fragestellung sein. Da-
her erfolgte mit dem flr die Studie festgelegten Interpretationsschema eine vorsichtige,
eher zurtckhaltende Zuordnung kritischer bzw. seltener Konstellationen eher zugunsten
des Serostatus ,unklar®. Mit dieser Zuordnung zu einem Serostatus gab es in der Studie
keine Uberschneidungen zwischen der wichtigen Differenzierung zwischen seronegativ,
frischer und zurlckliegender Infektion. Die exemplarische Betrachtung der Einzelfélle mit
diskrepanten Bewertungen aufgrund der Ergebnisse beider kommerzieller Immunoblots
und die Auswertung der ,unklaren® Seren macht deutlich, dass die Antikérperreaktions-
muster testabhangig aufgrund der jeweiligen Antigenzusammensetzung stark variieren
kénnen. Zudem hatten schon aufgrund der sich unterscheidenden Interpretationskriterien
der Arbeitsanweisungen beider Testhersteller die Teste unterschiedlich bewertet werden

kénnen.

54



Ergebnisse

2 Ergebnisse sollten besondere Beachtung finden. Zum einen muissen EBNA1-IgG-
Banden in Kombination mit Nachweisen von Friihmarkern VCA gp125- und EA-D-IgG in
Abwesenheit von VCA p18-IgG bei deutlich positivem IgM-Befund kritisch hinterfragt wer-
den, da es sich um atypisch friih bzw. unspezifisch auftretende EBNA1-1gG-Antikérper bei
Primarinfektion handeln kénnte. Zum anderen sind auch Primérinfektionen bei isoliertem
VCA p18-Nachweis im IgG- und IgM-Immunoblot méglich. Ein Nachweis einer VCA p18-
lgG-Reaktivitat (Spatmarker) war daher nicht in jedem Fall mit einem langer zurickliegen-
den Infektionszeitpunkt gleichzusetzten. Die Verlaufe zeigten auch, dass die Ausbildung
der EBNA1-IgG-Antikérper hdufig mehrere Monate in Anspruch nehmen kann, aber zwi-
schenzeitlich das Bandenverhaltnis der beiden VCA-IgG-Antikérper zueinander ein wich-

tiger Hinweis fur einen bereits etwas zurtickliegenden Infektionszeitpunkt sein kann.

3.4 Zuordnung des EBV-Infektionsstatus

Um eine klinische Einschatzung der Testergebnisse zu ermdglichen, erfolgte die Zuord-
nung der vorselektierten EBV-Seren zu einem bestimmten Infektionsstatus. Hierzu wur-
den die Ergebnisse aller untersuchten Immunoblots in Zusammenschau mit den ELISA-
bzw. CLIA-Testen, dem Patientenalter und soweit vorhanden Voruntersuchungen,
Transaminasen, dem CMV-Status, typischen Blutbildverdénderungen sowie der Testung
auf heterophile Antikdrper berucksichtigt. So konnten Seren mit zunachst nicht klassischer
Antikérperkonstellation in den Immunoblots einer Firma (z. B. atypisch frGher EBNA1-IgG-
Nachweis bei Primérinfektion in einem Immunoblot) noch eindeutig einem Infektionsstatus
zugeordnet werden (siehe Tabelle 3.16). MaBgeblich fir die Zuordnung zum Infektions-
status war die Stimmigkeit der ermittelten quantitativen immunenzymatischen Bestim-
mungen der spezifischen IgM- und IgG-Antikérper in den Suchtesten mit den Antikérper-

konstellationen in den Immunoblots.

Tabelle 3.16: Einteilung der 289 validen Seren in einen EBV-Infektionsstatus

Infektionsstatus Anzahl
Seronegativ 18
Frische Infektion 80
Langer zurlckliegende Infektion 150
Kirzliche Infektion 21
Unklare Konstellationen: 20

— scheinbar zurickliegende Infektion 4

— Verdacht auf frische Infektion 10

— frische Infektion nicht auszuschlieBen 6
Summe 289

Um den EBV ViraStripe IgG/IgM zu optimieren, wurden nach der Klassifikation der Seren
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in einen Infektionsstatus im ersten Schritt die sicher frischen EBV-Primarinfektionen be-
trachtet. Das Durchschnittsalter der 80 Patienten in dieser Gruppe betrug 15,7 Jahre. Der
jungste Patient war 1 Jahr und die alteste Patientin 30 Jahre alt. Nachfolgend wurden
dann fir die Methodenoptimierung die Ergebnisse der kommerziellen Teste und der
F&E EBV ViraStripes IgG/IgM von der Fa. Viramed flr die zurlckliegenden Infektionen
ausgewertet. Das Durchschnittsalter der 289 Patienten, die in der Studie fir den Metho-
denvergleich in den EBV Line Immunoblots valide getestet wurden, lag bei 26 Jahren.

3.5 Optimierung des EBV ViraStripe IgG/IgM der Fa. Viramed

3.5.1 Untersuchung frischer EBV-Infektionen

3.5.1.1 Methodenoptimierung mittels F&E EBV ViraStripe IgM

Bei allen 80 Seren mit frischer EBV-Infektion wurden im EBV ViraStripe IgM Antikérper
detektiert, wobei 1 Serum nur eine fragliche Reaktivitat zeigte. Die Proben, die eine positi-
ve Bande im IgM-Immunoblot gegen das Early Antigen aufwiesen, hatten gleichzeitig
auch mindestens 1 Bande gegen die Viruscapsid-Antigene nachweisbar. Aufgrund des
fehlenden Zugewinns wurde daher nachfolgend auf die zusatzliche Beschreibung und
Darstellung der EA-lgM-Antikérper aus Griinden der besseren Ubersichtlichkeit verzichtet,
zumal im F&E EBV ViraStripe IgG/IgM keine Optimierung des Early Antigens vorgesehen
war.
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Abbildung 3.3: Anzahl positiver VCA-Banden auf dem EBV ViraStripe IgM im Vergleich
zum F&E EBV ViraStripe IgM nach Untersuchung von 80 Seren mit frischer EBV-Infektion

Die Abbildung 3.3 zeigt die Anzahl positiver VCA-Banden auf dem EBV ViraStripe IgM im
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Vergleich zum F&E EBV ViraStripe IgM nach Bewertung der 80 Seren mit frischer EBV-
Infektion. Mittels EBV ViraStripe IgM konnten in 77 Proben VCA gp125-IgM-Antikérper
nachgewiesen werden. Zu einem hohen Anteil von 83,8% (67/80) waren in der Gruppe
der frischen Infektionen bereits IgM-Antikdrper gegen das Antigen VCA p18 auf dem
EBV ViraStripe IgM vorhanden.

13 Proben (16,25%) hatten im kommerziellen IgM-Test von Viramed aufgrund des isolier-
ten Nachweises von VCA gp125-Antikérpern und 3 Proben bei isoliertem VCA p18-
Nachweis ein reaktives Ergebnis. In Abbildung 3.4 sind die Haufigkeiten der verschiede-
nen VCA-Bandenverteilungsmuster im EBYV ViraStripe IgM vollstdndig dargestellt. Bei
76,25% (61/80) der Seren fand sich auf den EBV ViraStripe IgM-Teststreifen der
Fa. Viramed ein Antikérperreaktionsmuster mit isolierter bzw. stérkerer Intensitat der
VCA gp125-Bande gegenlber der VCA p18-Bande. Da 23,75% (19/80) der Proben auf
den EBV ViraStripe IgM-Blots eine gleich starke bzw. fihrende oder isolierte VCA p18-
Antwort aufwiesen, konnte man nicht aufgrund eines bestimmten Antikérperreaktionsmus-
ters im IgM-Immunoblot auf eine akute Infektion schlieBen. Es zeigte sich, dass Antikbrper
der Klasse IgM gegen das VCA p18 zu einem hohen Prozentsatz bereits in der friihen
Phase einer EBV-Infektion auftreten kénnen und somit zusatzlich zum VCA gp125-IgM

eine hohe Sensitivitat als Frihmarker besitzen.
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VCA-Bandenverteilung im EBV ViraStripe IgM

Abbildung 3.4: Haufigkeiten der VCA-Bandenverteilungsmuster im EBV ViraStripe IgM
(Viramed) nach Untersuchung von 80 Seren mit einer frischen EBV-Infektion.

Die Antigenlésung von VCA gp125 fand auf dem F&E EBV ViraStripe IgM (VCA gp125 A)
ausschlieBlich in gleicher Konzentration wie auf dem kommerziellen Streifen Verwendung.
Erwartungsgemaf fand sich daher eine vergleichbare Anzahl von 76 (95%) positiven
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VCA gp125-Banden auf dem F&E EBV ViraStripe IgM versus 77 (96,3%) Banden auf dem
EBV ViraStripe IgM bei den 80 Seren mit frischer EBV-Infektion (siehe Abbildung 3.3).
Beim kommerziellen IgM-Blot der Fa. Viramed wurden 67 (83,8%) Banden bei Verwen-
dung des VCA p18 (trunkiertes Antigen) in Standardkonzentration positiv getestet. Mittels
des gleichen aufgespriihten Antigens in 0,75-facher Konzentration des VCA p18 konnten
nur noch 28 (35%) positive Banden (VCA p18 B) auf dem IgM-Forschungsblot gefunden
werden. Lediglich 4 (5%) Antikérperreaktivitdten gegen VCA p18 D wurden am Applikati-
onsort der 0,67-fachen Konzentration von VCA p18 B auf dem F&E EBV ViraStripe IgM
nachgewiesen. Da bei einer geringen Anzahl der Patienten mit EBV-Priméarinfektion iso-
liert Antikérper gegen VCA p18 in der IgM-Analyse detektiert wurden (siehe Abbil-
dung 3.4), wirde bei einer Verwendung des VCA p18 B und VCA p18 D zu viel an Sensi-
tivitat eingebtBt werden. Mit 73 (91,3%) positiven Nachweisen zeigt lediglich das Volllan-
genprotein (VCA p18 C) auf dem F&E EBV ViraStripe IgM eine vergleichbare bzw. sogar
eine leicht verbesserte Sensitivitdt gegeniber dem VCAp18 (n=67; 83,8%) des
EBV ViraStripe IgM (siehe Abbildung 3.3). Mit dem Volllangenprotein in 0,33-facher Kon-
zentration von VCA p18 C konnten nur noch 34 (42,5%) Banden auf dem IgM-For-
schungsblot nachgewiesen werden. Das Fusionsprotein (FP) aus trunkierten Antigenen
von VCA p18 und VCA gp125, welches besonders gut in der frihen Phase der Infektion
reagieren sollte, lieferte mit nur 53 (66,3%) positiven Banden in der Gruppe der frischen
Infektionen ein ebenso enttduschendes Ergebnis auf dem F&E EBV ViraStripe IgM. Auch
dieses Antigen war aufgrund seiner geringen Sensitivitdt bei den frihen EBV-Primar-
infektionen ungeeignet zur Verwendung in der IgM-Analyse.

Mittels Viracam und der Virascan Software 2.07 der Fa. Viramed konnten die Anti-
kérperreaktivitdten der analysierten Antigene semiquantitativ erfasst werden. Um einen
Eindruck zu bekommen, in welchem Bereich die gemessenen relativen Intensitaten auf
dem F&E EBV ViraStripe IgM im Vergleich zum EBV ViraStripe IgM lagen, wurden Box-
Whisker-Plots fiir alle Antigene angefertigt. Die Grafiken erméglichten eine Uberpriifung
der Verteilung aller gemessenen Intensitdten der auf den Immunoblots aufgebrachten
Antigene. Betrachtet wurden im Kollektiv der frischen Infektionen zunachst identische An-
tigene, welche in gleicher Konzentration (EA-D p54; VCA gp125) auf beiden IgM-
Teststreifen aufgebracht waren, da hier identische Verteilmuster erwartet wurden (siehe
Abbildungen 3.5 und 3.6).
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Abbildung 3.5: Box-Whisker-Plots der gemessenen Intensitaten der EA-D p54-Antikdrper
auf dem EBV ViraStripe IgM im Vergleich zum F&E EBV ViraStripe IgM nach Untersu-
chung von 80 Seren mit frischer EBV-Infektion. Die Box wird durch das 25%- und 75%-
Quantil begrenzt. Der Median ist als durchgehende waagerechte Linie im Kasten darge-
stellt, der Mean-Wert (arithmetisches Mittel) als gestrichelte Linie. 10%-Quantil und 90%-
Quantil sind auBerhalb der Box als waagerechte Linien eingezeichnet. Das 5%- und 95%-
Quantil sind als Punkte dargestellt. Der Cut off flr eine positive Bande lag bei einer Scan-
intensitat von 80.

Das EA-D p54-IgM ist fur beide Teste mit einer etwa gleich groBen Box und &hnlichem
Median dargestellt, d.h. die Streuung der Daten und die Mitte der Verteilung lagen hier in
etwa gleich. Die Lage der Boxen und ihr Mean-Wert zeigten jedoch tendenziell niedrigere
relative Intensitédten beim F&E EBV ViraStripe IgM, was zur geringeren Positivrate durch
Verschiebung von Messwerten unter den Cut off fihrte. AbschlieBend lieB3 sich feststellen,
dass aufgrund niedriger gemessener relativer Intensitdten im F&E EBV ViraStripe IgM
weniger Antikérper gegen EA-D p54 bei Verwendung des gleichen Antigens in unveran-
derter Konzentration im Vergleich zum Routineblot detektiert werden konnten.
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Abbildung 3.6: Box-Whisker-Plots der gemessenen Intensitaten der VCA gp125- und FP-
VCA-Antikérper auf dem F&E EBV ViraStripe IgM im Vergleich zum EBV ViraStripe IgM
nach Untersuchung von 80 Seren mit frischer EBV-Infektion. Die Box wird durch das 25%-
und 75%-Quantil begrenzt. Der Median ist als durchgehende waagerechte Linie im Kas-
ten dargestellt, der Mean-Wert (arithmetisches Mittel) als gestrichelte Linie. 10%-Quantil
und 90%-Quantil sind auBerhalb der Box als waagerechte Linien eingezeichnet. Das 5%-
und 95%-Quantil sind als Punkte dargestellt. Der Cut off fir eine positive Bande lag bei
einer Scanintensitat von 80.

Der Median der Box fir die VCA gp125-Antikérper der Klasse IgM wurde wiederum nied-
riger im F&E EBV ViraStripe IgM (VCA gp125 A-IgM) als im kommerziellen Blot
(VCA gp125-IgM) der Fa. Viramed berechnet. Die unteren Begrenzungen beider Boxen
lagen deutlich Uber dem Cut off auf fast identischer Héhe, wodurch sich die gleichen Posi-
tivraten erklarten. Hingegen stellte sich die obere Begrenzung der Box im kommerziellen
Blot deutlich héher dar, sodass auch fir die Antikérper gegen das VCA gp125 in Stan-
dardkonzentration im F&E EBV ViraStripe IgM geringere relative Intensitédten analysiert

wurden.
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Abbildung 3.7: Box-Whisker-Plots der gemessenen Intensitaten fir die Antikdrper gegen
die verschiedenen Antigene des VCA p18 in unterschiedlichen Konzentrationen und ge-
gen das FP-VCA auf dem F&E EBV ViraStripe IgM im Vergleich zum EBV ViraStripe IgM
nach Untersuchung von 80 Seren mit frischer EBV-Infektion. Die Box wird durch das 25%-
und 75%-Quantil begrenzt. Der Median ist als durchgehende waagerechte Linie im Kas-
ten dargestellt, der Mean-Wert (arithmetisches Mittel) als gestrichelte Linie. 10%-Quantil
und 90%-Quantil sind auBerhalb der Box als waagerechte Linien eingezeichnet. Das 5%-
und 95%-Quantil sind als Punkte dargestellt. Der Cut off fir eine positive Bande lag bei
einer Scanintensitat von 80.

Weiterhin wurden die in unterschiedlichen Konzentrationen aufgebrachten bzw. auch als
Volllangenprotein verwendeten Antigene des VCA p18 und das Fusionsprotein hinsicht-
lich der Verteilung der gemessenen Scanintensitaten in beiden Viramed-Testen miteinan-
der verglichen. Die Abbildung 3.7 macht deutlich, dass lediglich der Median-Wert fir das
VCA p18 C-IgM (Volllangenprotein) auf dem F&E EBV ViraStripe IgM in vergleichbarer
Hbhe mit dem VCA p18-IgM auf dem EBV ViraStripe IgM bestimmt wurde. Alle anderen
Antikérper lagen mit ihren Medianen deutlich darunter. Die Box des VCA p18 C-IgM war
kleiner und wies somit eine geringere Streuung der Werte als die des im Routineblot ver-
wendeten VCA p18-IgM auf. Da sich die unteren Boxbegrenzungen bei etwa der gleichen
relativen Intensitat darstellten, zeigten die beiden Antigene bei den frischen Infektionen
eine fast identische Sensitivitat auf.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass es lediglich bei Verwendung des
VCA p18 C (Vollldngenprotein) auf dem F&E EBV ViraStripe IgM zu keinem Sensitivitats-
verlust im Vergleich zum kommerziellen Immunoblot der Fa. Viramed bei den frischen
EBV-Infektionen kam.
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3.5.1.2 Methodenoptimierung mittels F&E EBV ViraStripe 1gG

In 79 (98,8%) der vorselektierten Proben mit frischer Infektion waren EBV-spezifische
lgG-Antikérper auf den EBV ViraStripes nachweisbar, wobei 2 Streifen nur fraglich reaktiv
gewertet werden konnten. Die Abbildung 3.8 zeigt eine Ubersicht zu den ermittelten posi-
tiven VCA- und EBNA1-IgG-Banden in den Viramed-Testen. Mittels EBV ViraStripe IgG
wurden 77 (96,3%) VCA gp125-l1gG-positive und 18 (22,5%) VCA p18-lgG-positive Seren
gefunden. Auf den kommerziellen IgG-Immunoblots der Fa. Viramed waren sechsmal
atypisch frih nachweisbare EBNA1-IgG-Antikérper nachweisbar. Insgesamt dominierte
der isolierte Nachweis des Frihmarkers VCA gp125-19G bei den frischen Infektionen,
sodass bei positiver IgM-Reaktivitdt und fehlendem EBNA1-IgG-Nachweis eine isolierte
Bande gegen VCA gp125 auf dem IgG-Immunoblot als Bestatigung einer frischen Infekti-
on zu werten ist. Da es ein Ziel war, das Bandenverhaltnis der VCA-Antikérper zueinander
bei den zurlckliegenden Infektionen zu optimieren, erfolgte die Untersuchung der vorse-
lektierten frischen Infektionen zur Sicherstellung, dass keine dieser Infektionen mit ande-

ren Antigenen bzw. Konzentrationen verloren gehen wirden.
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Abbildung 3.8: Anzahl positiver EBNA1- und VCA-Banden auf dem EBV ViraStripe IgG
im Vergleich zum F&E EBV ViraStripe IgG nach Untersuchung von 80 Seren mit frischer
EBV-Infektion.

Die kommerziell verwendete Antigenldsung des VCA p125 wurde auf dem F&E EBV Vira-
Stripe IgG zusétzlich in einer niedrigeren Konzentration VCA gp125B (0,5-fach von
VCA gp125 A) aufgespriht. Mit dem Antigen VCA gp125 A in Standardkonzentration
konnten 75 (93,8%) Banden auf dem Forschungsblot positiv bestimmt werden. Diese Zahl
war vergleichbar mit der Messung von 77 (96,3%) Reaktivitdten auf dem kommerziellen
Blot der Fa. Viramed. Bei Verwendung der halben Konzentration des Antigen
VCA gp125 A auf den Teststreifen (VCA gp125 B) wurden lediglich noch 51 (63,8%) posi-
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tive Reaktivitdten messbar. Die deutliche SensitivitatseinbuBe beim Nachweis der akuten
Infektionen mit dem IgG-Teststreifen zeigte, dass eine niedrigere VCA gp125-
Konzentration zur Verbesserung des Bandenverhaltnisses der VCA-IgG-Antikérper zuei-

nander nicht geeignet war.
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Abbildung 3.9: Box-Whisker-Plots der gemessenen Intensitaten fir die Antikbrper gegen
VCA gp125, aufgetragen in verschiedenen Konzentrationen und gegen FP-VCA auf dem
F&E EBV ViraStripe IgG im Vergleich zum EBV ViraStripe IgG nach Untersuchung von 80
Seren mit frischer EBV-Infektion. Die Box wird durch das 25%- und 75%-Quantil begrenzt.
Der Median ist als durchgehende waagerechte Linie im Kasten dargestellt, der Mean-Wert
(arithmetisches Mittel) als gestrichelte Linie. 10%-Quantil und 90%-Quantil sind auBerhalb
der Box als waagerechte Linien eingezeichnet. Das 5%- und 95%-Quantil sind als Punkte
dargestellt. Der Cut off flr eine positive Bande lag bei einer Scanintensitat von 80.

Die Lage der Boxen und der zugehdrigen Medianwerte in der Kastengrafik verschob sich
fir die gemessenen Intensitaten gegen das Antigen VCA gp125 in Standardkonzentration
in Richtung niedrigere relative Intensitaten beim F&E EBV ViraStripe IgG im Vergleich
zum EBYV ViraStripe IgG (siehe Abbildung 3.9). Da jedoch die untere Begrenzung der Box
fir die Intensitaten gegen das Antigen VCA gp125 A im Diagramm noch knapp oberhalb
der Cut off-Grenze lag, war die Positivrate noch anndhernd gleich wie auf den
EBV ViraStripe IgG-Blots. Der untere Rand der Box fir die 0,5-fache Konzentration von
VCA gp125 verlagerte sich jedoch deutlich unter den Cut off, sodass mit dieser Konzent-
ration (VCA gp125 B) nicht mehr alle frischen Infektionen detektiert werden konnten. Mit-
tels EBV ViraStripe IgG der Fa. Viramed wurden sechs atypisch frihe EBNA1-Reak-
tivitaten gemessen. Bei Verwendung des gleichen Antigens in Standardkonzentration wur-
den auf den F&E EBV ViraStripes vier Reaktionen gegen EBNA1 A-IgG positiv befundet.
Wourde das gleiche Antigen in 0,5-facher Konzentration von EBNA1 A verwendet, konnte
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die Anzahl der atypisch frihen EBNA1-IgG-Reaktivitaten auf drei reduziert werden. Ent-
scheidend zur abschlieBenden Beurteilung und Eignung der ausgetesteten EBNA1-Kon-
zentrationen war jedoch die Performance in der Gruppe der langer zurtickliegenden Infek-
tionen (siehe 3.5.2.1).

Eine Verwendung des Fusionsproteins in der IgG-Analyse zur Detektion von frischen In-
fektionen als Frihmarker konnte aufgrund einer sehr geringen Positivrate von 5% (4/80
Proben) bei der Auswertung dieses Kollektivs ausgeschlossen werden. Die niedrigen po-
sitiven Nachweisraten der verschiedenen Antigene gegen VCA p18 in unterschiedlichen
Konzentrationen sind in der Abbildung 3.8 dargestellt. Eine Bewertung dieses Spatmar-
kers erfolgte erst bei der Auswertung der zuriickliegenden Infektionen, zumal es in der
Gruppe der frischen Infektionen keinen isolierten VCA p18-IgG-Nachweis gab und auf-
grund niedrigerer Nachweisraten im IgG-Immunoblot durch Verwendung anderer Antigene
somit keine der friihen Infektionen unentdeckt geblieben waren.
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Abbildung 3.10: Box-Whisker-Plots der gemessenen Intensitdten der EA-D p54-Anti-
kdérper auf dem EBV ViraStripe IgG im Vergleich zum F&E EBV ViraStripe IgG nach Un-
tersuchung von 80 Seren mit frischer EBV-Infektion. Die Box wird durch das 25%- und
75%-Quantil begrenzt. Der Median ist als durchgehende waagerechte Linie im Kasten
dargestellt, der Mean-Wert (arithmetisches Mittel) als gestrichelte Linie. 10%-Quantil und
90%-Quantil sind auBerhalb der Box als waagerechte Linien eingezeichnet. Das 5%- und
95%-Quantil sind als Punkte dargestellt. Der Cut off fir eine positive Bande lag bei einer
Scanintensitat von 80.

Das Antigen EA-D p54 reagierte im F&E EBV ViraStripe IgG &hnlich wie in der IgM-Ana-
lyse (siehe Abbildung 3.10). In der Kastengrafik stellten sich die Intensitdten gegen das
EA-D p54 fur beide Viramed-Teste wiederum mit einer etwa gleich gro3en Box dar, je-
doch lag der Median des Forschungsblots bei einer deutlich niedrigeren relativen Intensi-
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tat. Die untere Begrenzung der Box fir diesen Test verlagerte sich aufgrund der niedrigen
Messwerte weiter nach unten. Mittels F&E EBV ViraStripe IgG wurden bei Verwendung
identischer Antigene in gleicher Konzentration im Vergleich zum EBV ViraStripe IgG deut-
lich weniger IgG-Antikdrper gegen EA-D p54 detektiert.

AbschlieBend konnte bereits nach Auswertung der frischen EBV-Primarinfektionen fest-
gestellt werden, dass mit einer Erniedrigung der Konzentration fir das Antigen
VCA gp125 aufgrund des Sensitivitatsverlustes in dieser Gruppe keine Optimierung des
Bandenverhéltnisses der VCA-Antikérper zueinander auf dem EBV ViraStripe IgG zu er-

reichen war.
3.5.2 Untersuchung zuriickliegender EBV-Infektionen

3.5.2.1 Methodenoptimierung mittels F&E EBV ViraStripe IgG

Den gréBten Anteil der fir die Studie untersuchten Proben machten 150 Seren mit langer
zuriickliegenden Infektionen aus. Gemeinsam war allen vorselektierten Seren mit zurtick-
liegender Infektion der Nachweis zumindest eines Spéatmarkers (EBNA1-I9G, VCA p18-
IgG) auf einem kommerziellen EBV-IgG-Immunoblot sowie die Stimmigkeit der quantitati-
ven Nachweise in den Suchtesten zu den Ergebnissen der Immunoblots. Da bereits nach
der Auswertung der frischen Infektionen die Verwendung einer niedrigeren Konzentration
fir das Antigen VCA gp125 und eine Verwendung des Fusionsproteins aufgrund des
Sensitivitatsverlustes in dieser Gruppe ausgeschlossen war, ertibrigte sich bei den langer
zuriickliegenden Infektionen die Betrachtung dieser Antigene, um eine Verbesserung der
Bandenverteilung der VCA-Antikérper zu erreichen. Die nachfolgende Auswertung zur
Optimierung des EBV ViraStripe IgG reduzierte sich daher auf die Auswertung des EB-
NA1-lgG und der Antikérper gegen die verschiedenen Antigene des VCA p18.

142 (95%) EBNA1-IgG-positive Seren und 146 (97%) positive Nachweise fir VCA p18-
IgG konnten mit dem kommerziellen Test detektiert werden (siehe Abbildung 3.11). Bei
der Betrachtung der nachgewiesenen IgG-Antikdrper gegen das Antigen EBNA1 im
F&E EBV ViraStripe IgG mit Auftragung in der Standardkonzentration war die Anzahl der
detektierten Banden mit 141 (94%) Reaktivitdten im Vergleich zum kommerziellen
Viramed-Test lediglich um eine Bande reduziert.
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Abbildung 3.11: Anzahl positiver EBNA1-, VCA p18- und FP-VCA-Banden auf dem
F&E EBV ViraStripe IgG im Vergleich zum EBV ViraStripe IgG nach Untersuchung von
150 Seren mit zurtickliegender EBV-Infektion.

Die auf den EBV ViraStripes IgG und F&E EBV ViraStripes IgG gemessenen relativen
Intensitaten der EBNA1-IgG-Konzentrationen wurden in Box-Whisker-Plots in Abbildung
3.12 dargestellt. Durch die Lage der Boxen und der zugehérigen Mean-Werte konnte ver-
anschaulicht werden, dass kein signifikanter Unterschied hinsichtlich der Positivrate fir
EBNA1-I9G bei Verwendung der Standardkonzentration auf beiden Immunoblots der
Fa. Viramed bestand, jedoch unterschieden sich die gemessenen relativen Intensitaten
deutlich voneinander. Auf dem Forschungsimmunoblot wurden fir das Antigen EBNA1 A
in der Konzentration, in welcher es auch auf dem kommerziellen Test verwendet wird,
niedrigere Werte quantifiziert. Beim Vergleich der Positivraten der EBNA1-Reaktivitaten
auf dem F&E EBV ViraStripe IgG wurde ein Sensitivitatsverlust bei der Verwendung der
halben Standardkonzentration (EBNA1 B) sichtbar. Mit der 0,5-fachen Konzentration
konnten nur noch 133 (89%) EBNA1-IgG-Banden positiv bewertet werden. Ziel der Auste-
stung der niedrigen EBNA1-Konzentration war es, eine Reduktion von atypisch frihen
bzw. unspezifisch reagierenden Banden bei den frischen Infektionen zu erhalten. Die Un-
tersuchungsergebnisse der Seren mit zurlickliegender EBV-Infektion schlossen den Ein-
satz der niedrigeren EBNA1-Konzentration aufgrund der Minderung der Sensitivitat jedoch

aus.
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Abbildung 3.12: Box-Whisker-Plots fir die gemessenen Intensitaten der Antikérper ge-
gen EBNA1, aufgetragen in verschiedenen Konzentrationen auf dem F&E EBV Vira-
Stripe IgG im Vergleich zum EBV ViraStripe IgG nach Untersuchung von 150 Seren mit
zurlckliegender EBV-Infektion. Die Box wird durch das 25%- und 75%-Quantil begrenzt.
Der Median ist als durchgehende waagerechte Linie im Kasten dargestellt, der Mean-Wert
(arithmetisches Mittel) als gestrichelte Linie. 10%-Quantil und 90%-Quantil sind auBerhalb
der Box als waagerechte Linien eingezeichnet. Das 5%- und 95%-Quantil sind als Punkte
dargestellt. Der Cut off flr eine positive Bande lag bei einer Scanintensitat von 80.

Im Anschluss wurden die Positivraten auf den IgG-Immunoblots gegen die verschiedenen
VCA p18-Antigene und das Fusionsprotein ermittelt und in Abbildung 3.11 dargestellt. Mit
der Standardkonzentration des VCA p18 des kommerziellen Viramed-Blots konnten auf
dem F&E EBV ViraStripe IgG nur 141 (94%) von urspringlich 146 (97%) Banden positiv
detektiert werden. Verglich man nachfolgend die Anzahl der positiven Reaktivitdten gegen
die verschiedenen Antigene und Konzentrationen des VCA p18, konnten mit dem trunkier-
ten Antigen VCA p18 A und dem Volllangenprotein VCA p18 C identische Bandenanzah-
len auf dem Forschungsblot positiv befundet werden. Mittels des Fusionsprotein (FP) aus
VCA p18 und VCA gp125 wurde eine Bande weniger nachgewiesen. Erwartungsgeman
war die Detektionsrate bei Verwendung des trunkierten Antigens VCA p18 B in 0,75-
facher Konzentration von VCA p18 A mit 137 (91%) Banden geringer ausgefallen. Bei
Betrachtung der qualitativen Nachweisraten konnte eine vergleichbare Sensitivitdt vom
trunkierten VCA p18 A und dem Volllangenprotein (VCA p18 C) festgestellt werden.
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Abbildung 3.13: Box-Whisker-Plots der gemessenen Intensitaten fur die Antikérper ge-
gen die verschiedenen Antigene des VCA p18 in unterschiedlichen Konzentrationen und
gegen das FP-VCA auf dem F&E EBV ViraStripe IgG im Vergleich zum EBV Vira-
Stripe IgG nach Untersuchung von 150 Seren mit zuriickliegender EBV-Infektion. Die Box
wird durch das 25%- und 75%-Quantil begrenzt. Der Median ist als durchgehende waage-
rechte Linie im Kasten dargestellt, der Mean-Wert (arithmetisches Mittel) als gestrichelte
Linie. 10%-Quantil und 90%-Quantil sind auBerhalb der Box als waagerechte Linien ein-
gezeichnet. Das 5%- und 95%-Quantil sind als Punkte dargestellt. Der Cut off fir eine
positive Bande lag bei einer Scanintensitat von 80.

Alle gemessenen relativen Bandenintensitdten gegen die verschiedenen Antigene des
VCA p18 und des Fusionsproteins wurden im Box-Whisker-Plot in Abbildung 3.13 mitei-
nander verglichen. In dieser Grafik stellten sich fiir das Volllangenprotein VCA p18 C
deutlich niedrigere Messwerte der relativen Intensitdten gegenidber dem auf dem
EBV ViraStripe IgG verwendeten Antigen VCA p18 dar. Demzufolge wirde eine Verwen-
dung des Volllangenantigens auf dem EBV ViraStripe IgG zu einer geringeren Rate der
gewlnschten Antikérperkonstellation mit starkerer VCA p18-Bande bei den VCA-Anti-
kérper-Nachweisen nach zurlckliegender Infektion flhren.

Zusammenfassend konnte der EBV ViraStripe IgG aufgrund der in dieser Studie erhobe-
nen Ergebnisse nicht optimiert werden. Das priméare Ziel, vermehrt Antikérperreaktions-
muster mit Uberwiegen der VCA p18-lgG-Antwort gegenilber der VCA gp125-IgG-
Reaktivitat bei den zurlickliegenden Infektionen zu erzielen, konnte mit der durchgefuhr-
ten Untersuchungsreihe weder mit der Erniedrigung von Antikérperkonzentrationen noch
durch die Verwendung anderer Antigene mittels Austestung des F&E EBV ViraStripe IgG

erreicht werden.
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3.5.2.2 Methodenoptimierung mittels F&E EBV ViraStripe IgM

Nachdem in der Auswertung der Studienergebnisse der Gruppe mit den frischen Infektio-
nen lediglich fir das VCA p18 C eine vergleichbare Sensitivitdt zu dem im EBV Vira-
Stripe IgM verwendeten Antigen des VCA p18 nachgewiesen werden konnte, kam nach
bisheriger Prifung der Ergebnisse eine Verwendung anderer ausgetesteter Antigene bzw.
Antigenkonzentrationen in der IgM-Analyse nicht mehr in Frage. Auf den EBV Vira-
Stripes IgM der Fa. Viramed fanden sich unter den 150 getesteten zurtickliegenden Infek-
tionen 16 Proben (siehe Abbildung 3.14) mit einem positiven VCA p18-Nachweis. Auf
dem F&E EBV ViraStripe IgM waren neben dem Fusionsprotein (FP-VCA) aus trunkierten
Antigenen von VCA p18 und VCA gp125 einmal das VCA p18 als Volllangenprotein
(VCA p18 C) und zum anderen als trunkiertes Antigen in jeweils zwei unterschiedlichen
Konzentrationen aufgetragen. Aufgrund der Performance der Antigene in der Gruppe der
frischen Infektionen mit lediglich vergleichbarer Sensitivitdt des VCA p18 Volllangenpro-
tein (VCA p18 C) in der IgM-Analyse wurde dieses Protein anschlieBend fur die &lteren

Infektionen bewertet.
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Abbildung 3.14: Anzahl der positiven VCAp18- und FP-VCA-Banden auf dem
F&E EBV ViraStripe IgM im Vergleich zum EBV ViraStripe IgM nach Untersuchung von
150 Seren mit zurlckliegender EBV-Infektion

Ein direkter Vergleich der Seropositivraten vom trunkierten Antigen VCA p18 in Standard-
konzentration gegenlber dem Vollldngenprotein VCA p18 C war nicht mdglich, da Erste-
res nicht auf dem F&E EBV ViraStripe IgM ausgetestet wurde. Mit dem Volllangenprotein
VCA p18 C wurden in den untersuchten Patientenseren mit zurlckliegender EBV-
Infektion nur 6 positive Banden nachgewiesen, sodass eine Reduktion unspezifischer
bzw. persistierender IgM-Nachweise durch Verwendung des Volllangenproteins
VCA p18 C in der IgM-Analyse nach zurlickliegender EBV-Infektion mdglich schien.
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3.6 Spezifitatsverbesserung mittels F&E EBV ViraStripe IgM

3.6.1 Keine unspezifischen VCA-IgM-Antikérper bei frischer Toxoplasmose

Um den Ansatz einer Spezifitdtsverbesserung durch Verwendung des Antigens
VCA p18 C in der IgM-Analytik nachzuweisen, wurden 11 Seren von Patienten mit einer
frischen Toxoplasmose im EBV ViraStripe IgM jeweils mit und ohne Vorbehandlung durch
Virasorb als auch im F&E EBV ViraStripe IgM ausgetestet.

Unter Verwendung der kommerziellen Antigenlésung des VCA p18 auf dem EBV Vira-
Stripe IgM zeigten sich 7 IgM-Reaktivitaten, wobei ein Nachweis davon lediglich grenz-
wertig am Cut off war (siehe Abbildung 3.15). Nach Vorbehandlung der Seren durch
Virasorb wurden im gleichen Immunoblot 9 positive und 2 um den Cut off liegende
VCA p18-Banden detektiert. VCA gp125-Antikérper lieBen sich in keiner Probe in der IgM-
Analyse der beiden Viramed-Teste nachweisen. In allen Seren waren hochtitrig VCA-IgG-
und/oder EBNA1-1gG-Antikdrper vorhanden.

12 -+ 11

10 9
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Abbildung 3.15: VCA p18-Reaktivitdt auf dem EBV ViraStripe IgM im Vergleich zum
VCA p18 C-Nachweis (Volllangenprotein) auf dem F&E EBV ViraStripe IgM nach Unter-
suchung von 11 Seren mit frischer Toxoplasmose. Zusatzlich dargestellt ist der VCA p18-
IgM-Nachweis auf dem EBV ViraStripe IgM nach Vorbehandlung der Seren mit Virasorb.

Die Auswertung aller 11 Proben fir Antikdrper gegen das VCA p18 C mittels
F&E EBV ViraStripe IgM fiel negativ aus. Die erhobenen Daten lassen zusammenfassend
feststellen, dass unter Verwendung des Volllangenproteins VCA p18 C auf dem
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F&E EBV ViraStripe IgM zumindest in dem ausgewahlten Kollektiv keine unspezifischen
IgM-Reaktivitaten bei frischer Toxoplasmose detektiert wurden.

3.6.2 Reduktion kreuzreagierender VCA-IgM-Antikérper bei CMV-Primarinfektion

32 Seren von Patienten mit frischer bzw. kirzlicher CMV-Primarinfektion wurden zur wei-
teren Uberpriifung des Spezifitdtsverhaltens des Antigens VCA p18 C (Volllangenprotein)
in der IgM-Analyse parallel in einem Lauf im EBV ViraStripe IgM jeweils mit und ohne
Vorbehandlung durch Virasorb als auch im F&E EBV ViraStripe IgM der Fa. Viramed un-
tersucht. Die parallele Austestung ergab in der IgM-Analyse des EBV ViraStripe ohne
Verwendung von Virasorb 21 positive und 4 grenzwertige, um den Cut off liegende Reak-
tivitdten gegen das trunkierte Antigen VCA p18 (siehe Abbildung 3.16). Insgesamt waren
somit 78,1% der Proben auf dem kommerziellen IgM-Test ohne Zusatz von Virasorb reak-
tiv. Bei den mit Virasorb vorbehandelten Seren zeigte sich mit 84,4% ein etwas hdherer
Prozentsatz an reaktiven Nachweisen auf dem EBV ViraStripe IgM. Hier wurden 25 posi-
tive und 2 grenzwertige VCA p18-Banden detektiert. Erwahnenswert ist in diesem Zu-
sammenhang, dass in 28 Proben héhertitrig EBNA1- und/oder VCA-IgG-Antikérper in den
ELISA-Suchtesten gemessen wurden. Im Vergleich dazu entwickelten sich auf den
F&E EBV ViraStripes IgM unter Verwendung des VCA p18 C (Volllangenprotein) signifi-
kant weniger Banden. Es wurden lediglich 5 positive und 7 Cut off-nahe Banden nachge-

wiesen.
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Abbildung 3.16: VCA p18-Reaktivitdt auf dem EBV ViraStripe IgM im Vergleich zum
VCA p18 C-Nachweis (Volllangenprotein) auf dem F&E EBV ViraStripe IgM nach Unter-
suchung von 32 Seren mit frischer bzw. klrzlicher CMV-Primarinfektion. Zusatzlich dar-
gestellt ist der VCA p18-IgM-Nachweis auf dem EBV ViraStripe IgM nach Vorbehandlung
der Seren mit Virasorb.
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Die Ergebnisse der EBV-IgM-Analyse der Patientenseren mit CMV-Primérinfektion sind in
Abbildung 3.16 grafisch dargestellt und legen eine Spezifitdtsverbesserung durch Ver-
wendung des Volllangenproteins VCA p18 C nahe. Mit dem auf dem F&E EBV Vira-
Stripe IgM verwendeten VCA p18 C konnten in diesen Untersuchungen deutlich weniger
kreuzreagierende IgM-Antikérper im Rahmen einer CMV-Primérinfektion bzw. persistie-
rende VCA-IgM-Antikdrper nach zuriickliegender Infektion nachgewiesen werden.
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4 Diskussion

Eine Vielzahl verfigbarer Teste unterschiedlicher Methoden werden flr die EBV-Diag-
nostik routinemanig verwendet, wobei sich diese stark in ihrer Leistung auch in Abhangig-
keit der verwendeten Antigene oder deren Aufbereitung voneinander unterscheiden [113,
125, 127, 132, 151]. Bei der hohen Durchseuchungsrate von weltweit mehr als 90% in der
erwachsenen Bevdlkerung und des sich in den Industrielandern verlagerten Erstinfekti-
onszeitpunktes von der Kindheit bis ins Erwachsenenalter, der damit verbundenen meist
ausgepragten klinischen Symptomatik mit Uberlappungen zu vielen anderen Krankheiten,
kommt der sicheren serologischen Einordnung eine groBe Bedeutung zu [152]. Da an-
hand der Klinik differentialdiagnostisch die Vielzahl der in Frage kommenden Erreger nicht
unterschieden werden kénnen, muss eine harmlose EBV-Infektion von schwerwiegenden
Erkrankungen, wie z. B. einer HIV-Infektion oder einem Lymphom, aufgrund unterschied-
licher therapeutischer Konsequenzen serologisch sicher abgegrenzt werden [110, 153].

Mit den zur rationellen EBV-Diagnostik beim Immungesunden h&ufig eingesetzten ELISA-
oder CLIA-Test-Profilen zum Nachweis von EBV-spezifischen Antikérpern (VCA-IgG,
VCA-IgM, EBNA1-1gG, EA-D-IgG) kénnen in der Laborroutine anhand eindeutiger serolo-
gischer Konstellationen ca. 80% der anfallenden Proben sicher einem EBV-Infektions-
status wie Primarinfektion, zurlickliegende Infektion oder Seronegativitat zugeordnet wer-
den [108, 129, 130]. Da die serologische Antwort auf eine EBV-Infektion individuell sehr
variabel ausfallen kann [132, 136], ist zur Abklarung nicht klassischer oder mehrdeutiger
Ergebniskonstellationen eine Kombination verschiedener Testverfahren fir die Zuordnung
zu einem Infektionsstatus erforderlich. Mit dem EBV Line Immunoblot kann durch Ver-
wendung von mehreren Antigenen, die vom Virus in verschiedenen Infektionsphasen ex-
primiert werden, auf einem Teststreifen durch den Nachweis der zeitlich versetzt auftre-
tenden spezifischen Antikérper im Blut, in den meisten Féllen eine eindeutige Zuordnung
zu einem Infektionsstatus erfolgen [146]. Auf den in dieser Arbeit untersuchten IgG-
Teststreifen fanden die frihen Antigene (VCA gp125 und EA-D) und 2 Spéatmarker
(VCA p18 und EBNAT1) Verwendung.

Aufgrund eines Testwechsels von den EBV Line Immunoblots der Fa. Virotech zur Fa.
Viramed in der Routineanalytik des LADR Zentrallabors und den dadurch vermuteten
testspezifischen Anderungen der erhaltenen Bandenkonstellationen in den Immunoblot-
Ergebnissen, wurde mit der Fa. Viramed die vorliegende Studie zur Austestung eines
Forschungs- und Entwicklungsimmunoblots sowie ein Methodenvergleich der beiden
kommerziellen EBV Lineblots initiiert. Der Methodenvergleich sollte die Frage klaren, ob
die Vermutung aus der Routineanalytik, dass sich im Blot der Fa. Virotech haufiger ein
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VCA-IgG-Bandenverhaltnis mit Uberwiegen der VCA p18- gegenilber der VCA gp125-
Reaktivitat bei den zurlckliegenden Infektionen findet als im Vergleichstest der Fa. Vira-
med, bestatigt werden kann.

Das Hauptziel der Arbeit war, mittels Austestung des F&E EBV ViraStripe IgG eindeutige-
re EBV-Antikdrperreaktionsmuster mit einer starkeren Reaktivitdt des VCA p18-1gG ge-
genuber VCA gp125-IgG bei den langer zurlckliegenden Infektionen zu erhalten. Zusatz-
lich sollte herausgefunden werden, ob die Anzahl unspezifischer bzw. atypisch friih auftre-
tender EBNA1-IgG-Reaktivitdten bei EBV-Primérinfektionen mittels F&E EBV Vira-
Stripe IgG zu reduzieren war. Studienziel der Austestung des F&E EBV ViraStripe IgM
war es, unspezifische, kreuzreagierende oder lang persistierende IgM-Nachweise durch
Verwendung anderer Antigene bzw. anderer Antigenkonzentrationen zu reduzieren. Dazu
sollten zuséatzlich Patientenseren mit frischer Toxoplasmose bzw. CMV-Primarinfektion

untersucht werden.

4.1 Seropravalenz

Da in der Studie vorklassifizierte, ausgewahlte Seren verwendet wurden, sollte zunachst
ein Uberblick zur Durchseuchung im Patientenkollektiv erhalten werden. Zur Bestimmung
der EBV-Seropravalenzraten im Einsenderkollektiv des LADR Zentrallabors wurden retro-
spektiv alle Ergebnisse der Erstbefunde von VCA-IgG-Antikérpern mittels ELISA, gemes-
sen im Zeitraum Anfang Januar 2008 bis einschlieBlich April 2011, aus dem LIS heraus-
gefiltert. Wegen mdglicher maternaler Leih-Antikbrper wurde die Altersgruppe unter einem
Jahr nicht in der Statistik berlcksichtigt. Die in der Literatur publizierten Daten, dass ca.
90% der Bevdlkerung der Industriestaaten mit 20 Jahren bereits Kontakt zum Epstein-
Barr-Virus hatten, stimmten mit der im Labor ermittelten EBV-Durchseuchungsrate von
89,7% in der Gruppe der 20-29-Jahrigen Uberein [122]. In den Publikationen von Hess
und Sener werden Pravalenzen von 95% und héher fir altere Menschen angegeben [49,
154]. Ubereinstimmend wurde nach Auswertung von 57.966 Erstuntersuchungen auf
VCA-IgG-Antikérper in der Altersgruppe tber 59 Jahre eine Durchseuchung von 98% er-
mittelt. Die berechnete Seropravalenz von 50% im Alter zwischen 5-9 Jahren korrelierte
gut mit den von Huzly und Sener publizierten Daten, wonach in den Industrielandern noch
50% der 10-Jahrigen naiv fir EBV sind [32, 154]. Die ermittelten Durchseuchungsraten
deckten sich mit den Literaturdaten zur EBV-Pravalenz der Industriestaaten und zeigten
insgesamt einen guten reprasentativen Schnitt des Patientenkollektivs zur Normalbevél-
kerung.

4.2 Einfluss der Probenarchivierung bei -20°C

Die Ergebnisse der mittels Virascan-Software gemessenen relativen Intensitaten, der auf
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den EBV ViraStripes (Fa. Viramed) entwickelten Banden am Tag des Probeneinganges,
verglichen mit denen nach 2-tdgiger Lagerung bei -20°C, zeigten bei allen 11 aus der
Routineanalytik des Labors getesteten Seren eine sehr gute Korrelation mit nahezu iden-
tisch gemessenen relativen Scanintensitaten in den beiden Assaylaufen. Passend zu den
Aufbewahrungsempfehlungen fir serologische Proben in der Literatur [155] konnten die
sehr hohen BestimmtheitsmaBe (R?) mit Werten zwischen 0,91 und 0,991 einen Einfluss
durch einmaliges Einfrieren und Auftauen der Seren auf die semiquantitative Antikdérper-
messung mittels Virascan, gemessen auf den EBV ViraStripes, nach Kurzzeitlagerung bei
-20°C ausschlieBBen.

Die Reproduzierbarkeit, der auf den EBV ViraStripes berechneten Scanintensitdten nach
1-3-monatiger Lagerung der Seren bei -20°C gegenliber der Untersuchung am Proben-
eingangstag wahrend der Routineanalytik des Labors wurde anhand von 229 Proben
Uberprift. Der Vergleich der festgestellten relativen Intensitaten, fir alle auf dem
EBV ViraStripe verwendeten Antigene, zeigte nach bis zu 3-monatiger Archivierung der
Proben insgesamt einen guten linearen Zusammenhang mit den Ausgangswerten der
frischen Seren am Probeneingangstag. Im Vergleich zu den Ergebnissen nach der Kurz-
zeitlagerung bei -20°C lagen jedoch alle ermittelten BestimmtheitsmafBe nach bis zu 3-
monatiger Lagerung niedriger. Wahrend fur das EBNA1-IgG (R?= 0,8466) und das EA-
D p54-1gG (R?= 0,821) noch sehr hohe Bestimmtheitsmafe errechnet wurden, zeigten die
Auswertungen fir VCA gp125-IgG (R?= 0,6601) und EA-D p54-IgM (R%= 0,6613) etwas
niedrigere Korrelationen beim Vergleich der gemessenen Intensitaten. Eine mdégliche Er-
klarung fur die unterschiedliche Reproduzierbarkeit, der mittels Virascan-Software ge-
messenen relativen Intensitaten, kénnte im Versuch der Quantifizierung einer semiquanti-
tativen Methode selbst liegen. Bei der Ermittlung der quantitativen Ergebnisse flieBen 2
variable GréBen in die Messung ein, zum einen die streifeninterne Cut off-Kontroll-Bande,
an der alle entwickelten Banden prozentual gemessen werden und zum anderen die zu
messende spezifische Antikdrperbande selbst. Zusatzlich muss bei der densitometrischen
Analyse der erzeugten Graustufenbilder immer die Hintergrundaktivitdt vom System ge-

messen und subtrahiert werden.

Die gemessenen relativen Scanintensitaten, der in jedem Studienlauf mitgefihrten, zwi-
schenzeitlich nicht eingefrosteten Positiv- und schwach Positivkontrollseren derselben
Charge mit definierten Antikérper-Konzentrationen, unterlagen auch Schwankungen.
Exemplarisch erwahnt sei hier die Standardabweichung von 189 bei einem berechneten
Mittelwert der relativen Intensitaten von 379 fir das VCA p18-IgG aller Studienlaufe mit
dem EBV ViraStripe IgG. In der IgM-Analyse fielen die Standardabweichungen vom Mit-
telwert mit 48 (VCA gp125) und 27 (VCA p18) deutlich geringer aus (Daten im Ergebnis-
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teil nicht gezeigt). Die unterschiedlichen Messwerte der definierten Kontrollseren unter
Studienbedingungen zeigten, die Ergebnisse bei einem semiquantitativen Verfahren kén-

nen nie vollstandig reproduzierbar sein.

Durch das ,Drucken® von hochgereinigten Antigenen mit standardisierter Konzentration an
definierter Stelle auf die Nitrozellulosemembran werden in der Regel Banden mit gleich-
maBiger Intensitat Gber die gesamte Breite des Streifens angefarbt, jedoch kann es auch
hier in seltenen Féllen durch auBere Einflisse zu ungleichmaBiger Farbung Uber die Strei-

fenbreite kommen, welche zu abweichenden Messwerten flihren kann.

Da es sich nicht um Parallelansatze handelte, kénnten auch Raumtemperaturunterschie-
de in den Abarbeitungszeitraumen einen mdéglichen Einfluss auf die unterschiedlichen
Scanintensitaten gehabt haben. Weiter ist zu berlicksichtigen, dass im Rahmen der Rou-
tineanalytik die Abarbeitung der Teste von unterschiedlichen Labormitarbeitern unter Rou-
tine- und nicht unter Studienbedingungen erfolgte. Es kénnten also eine Vielzahl von
kleinsten Abweichungen bei der Abarbeitung, aber auch geringe Chargenschwankungen
im Sinne einer gréBeren Interassay-Varianz zwischen der Routineanalytik und dem Stu-
dienuntersuchungsgang einen Einfluss gehabt haben.

Auf die erhobenen Daten im Rahmen der Studie hatten die geringen Differenzen keinen
Einfluss, da alle Immunoblots fir den Methodenvergleich und die Methodenoptimierung
jeweils im Parallelansatz unter identischen Bedingungen nach dem Auftauen der Seren
getestet wurden.

4.3 Methodenvergleich der kommerziellen EBV Line Inmunoblots

Das zentrale Ziel in der EBV-Diagnostik ist es, serologisch sicher zwischen akuter Primar-
infektion, zurlickliegender Infektion und Seronegativitéat zu unterscheiden [127]. Eine Viel-
zahl von Studien haben in den letzten Jahren gezeigt, dass die meisten Seren z. B. mit-
tels ELISA, ELFA, CLIA oder Bead-basierter Multiplexanalytik einem eindeutigen EBV-
Serostatus gut vergleichbar untereinander bzw. mit den Leistungen des friheren Gold-
standards IFT zugeordnet werden kdnnen und daher zum Screening geeignet sind [113,
125,127, 131, 139, 145, 156, 157].

Beim EBV-Screening finden, wie auch in dieser Studie, in der Routineanalytik Teste zum
Nachweis von EBNA1-IgG, VCA-IgG und -IgM sowie oftmals zuséatzlich auf EA-D-IgG
Verwendung. Die Auflésung nichtklassischer oder mehrdeutiger serologischer Muster, wie
ein isolierter Nachweis einer der genannten EBV-Antikérper [130, 136, 141, 143, 144], die
gleichzeitige Detektion von EBNA1-IgG, VCA-IgG und -IgM [130] als auch die Méglichkeit,
dass 5% der Infizierten niemals EBNA1-IgG bilden und unter Immunsuppression EBNA1-
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IgG sekundar negativ werden kann [109, 132], erfordert, wie in zahlreichen Publikationen
beschrieben, in der Regel eine weitere differenzierte Abklarung [118]. Um eine eindeutige
serologische Einordnung mittels Erstbefund zu erlangen, haben sich in den letzten Jahren
der erganzende Einsatz von Line-Immunoblots [116, 130, 132, 146] und die Aviditats-
messung bewahrt [118, 158, 159]. Friihere Arbeiten bewerteten bei Verwendung der Im-
munoblotverfahren vor allem die Nachweise von EBNA1-IgG und des zweiten Spatmar-
kers VCA p18-1gG in Kombination mit der Aviditatsmessung [116, 132, 134, 160].

Eine kinetische Studie demonstrierte, dass eine starke EBNA1-IgG-Immunantwort (Ban-
denstarke gréBer als +), welche auf eine zurlickliegende Infektion hinweist, nicht vor 20
Tagen nach Ausbruch der Krankheit mittels Immunoblot nachweisbar wurde [132]. In der
gleichen Arbeit wird hervorgehoben, dass durch die Verwendung von zwei Spatmarkern
(EBNA1 und VCA p18) auf den IgG-Lineblots, insbesondere der in den Screening-Testen
EBNA1-1gG-negativen Seren mit positivem VCA-IgG-Nachweis, eine Differenzierung zwi-
schen akuter und zurlckliegender Infektion nicht nur Uber die EBNA1-lgG-Bande, son-
dern auch Uber die starke VCA p18-lIgG-Bande vorgenommen werden kann. Beide Spat-
marker sollen bei einer akuten Infektion in der Regel nicht nachweisbar oder nur eine
schwache Immunantwort (weniger als ++) auf den IgG-Testtreifen zeigen [132]. Ein feh-
lender oder lediglich schwacher VCA p18-Nachweis auf dem IgG-Immunoblot konnte ge-
wohnlich auch in der Laborroutine bei frischer EBV-Primarinfektion festgestellt werden.
Hingegen findet sich bei einer langer zurlckliegenden EBV-Infektion eine starke
VCA p18-IgG-Bande auf dem Immunoblot [116, 132].

Die Kinetik der VCA p18-1gG-Antikdrper im Infektionsverlauf einer EBV-Infektion fand be-
sondere Berucksichtigung in dem fir den Methodenvergleich entwickelten Interpretations-
schema zur Serostatus-Einteilung. In der vorliegenden Studie sollten nun erstmals nach
Testung vorselektierter nicht klinisch definierter Seren, die mittels kommerzieller
EBV Line Immunoblots der Firmen Viramed und Virotech erhaltenen Antikdrperreaktions-
muster, insbesondere hinsichtlich der Bandenverteilung der VCA p18- zu den VCA gp125-
IgG-Antikdrpern, zueinander verglichen werden.

4.3.1 EBV-Serostatus-Einteilung

Zur besseren Vergleichbarkeit des EBV ViraStripe IgG/IgM (Viramed) mit dem
EBV IgG/IgM Line Immunoblot (Virotech) wurden im ersten Schritt die validen Ergebnisse
von 289 fir die Studie aus der EBV-Routineanalytik des Zentrallabors ausgewahlten Se-
ren nach dem zuvor in Tabelle 2.2 definiertem Interpretationsschema hinsichtlich ihrer
Antikérperreaktionsmuster auf den Teststreifen in verschiedene Serogruppen eingeteilt.

Der Vergleich der mit beiden kommerziellen EBV-Immunoblots in der Studie erhaltenen
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serologischen Befundstufen ,frisch®, ,zurlckliegend®, ,seronegativ®, ,kirzlich“ und ,unklar*
ergab mit dem Exakten Fischer-Test (p-Wert 0,9444) keinen signifikanten Unterschied
und zeigte eine gute Korrelation der beiden Teste hinsichtlich der Einteilung in einen Se-
rostatus. In der Gegeniberstellung der erhaltenen Serodiagnosen fir jedes einzelne Se-
rum, ermittelt mit beiden kommerziellen Immunoblots, in einer Kreuztabelle (siehe Tabelle
3.3) wurden keine Uberschneidungen der wichtigen Serodiagnosen ,frisch®, ,zuriicklie-
gend® und ,seronegativ* gefunden. Der relativ hohe Anteil von 38 Seren (13,1%) mit un-
klaren oder mehrdeutigen Befundmustern ist der Auswahl von Seren mit nicht eindeutigen
oder untypischen Bandenmustern aus der Routineanalytik fir die Studie und einer vor-
sichtigen, eher zurlckhaltenden Zuordnung kritischer oder seltener Konstellationen nach
langjahriger Erfahrung in der EBV-Diagnostik geschuldet.

Von den 38 ,unklaren® Seren (25 im Virotech- und 21 im Viramed-Test), zeigte sich je-
weils bei 30 Seren ein unklares Befundmuster in nur einem der beiden kommerziellen
Immunoblots, wahrend mit dem anderen Test jedoch eine eindeutige Zuordnung zu einem
Serostatus mdglich war. Daher scheint ein groBer Teil der unklaren Ergebnisse weniger
durch serumspezifische Faktoren als durch testspezifische Faktoren zustande zu kom-
men. In der Praxis kénnte man sich dieses zu Nutze machen und einen unklaren Immu-
noblot noch einmal mit dem Immunoblot des anderen Herstellers testen. Wobei allerdings
aktuell ungeklart ist, welches Ergebnis am ehesten der tatséchlichen Klinik entspricht.
Diese Abklarung muss Ziel einer Folgestudie an klinisch definierten Seren bleiben. Beim
Vergleich der Abweichungen der benachbarten Seroklassen in der Kreuztabelle zeigten
sich nach Ausklammern der ,unklaren Seren mittels Rangkorrelationskoeffizient nach
Kandells starke Korrelationen zwischen dem Serostatus ,frisch* und ,seronegativ® (1, =
1,00) als auch zwischen der Serogruppe ,zurtickliegend” und ,kirzlich® (1, = 0,88). Die nur
maBige Korrelation von 1, = 0,49 zwischen ,frisch“ und ,kirzlich* bedeutete flr die Praxis,
dass eine serologische Unterteilung in diese beiden Gruppen stark vom verwendeten Blot
abhangt und damit klinisch eher zuriickhaltend interpretiert werden sollte. Zu einem &hnli-
chen Ergebnis kamen Berth und Bosmans im prospektiven Teil ihrer Studie beim Ver-
gleich der Ergebnisse von 3 automatisierten EBV-Immunoassays. Lediglich bei einer von
11 Proben gab es in allen 3 Testsystemen einen Konsens fir eine kirzliche EBV-Infektion
[139].

4.3.2 Vergleich der erhaltenen Antikorperreaktionsmuster

Zum Vergleich der verschiedenen serologischen Befundstufen (,frisch®, ,klrzlich®, ,zu-
rickliegend®, ,seronegativ und ,unklar®) wurde eine Unterteilung der erhaltenen typischen
Antikdrperreaktionsmuster nach dem Interpretationsschema (siehe Tabelle 2.2) vorge-
nommen. Flr die Zuordnung zu einer bestimmten Subgruppe waren insbesondere das
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EBNA1-IgG als auch das Verhaltnis der VCA-IgG-Antikérper (VCA p18 und VCA gp125)
zueinander entscheidend, denn auch ohne EBNA1-IgG-Nachweis kann bei starker 1gG-
Reaktivitat gegen das VCA p18-Antigen in der Regel eine frische Infektion ausgeschlos-
sen werden [132].

Der Vergleich beider kommerzieller EBV Line Immunoblots hinsichtlich der Haufigkeit und
Verteilung der verschiedenen Bandenmuster ergab nach Einteilung der getesteten Seren
fir den Serostatus ,frisch einen signifikanten Unterschied im Exakten Fischer-Test
(p=0,00063) fur die gesamte Tabelle 3.4. Im Einzelnen betrachtet, zeigte sich mit dem
EBV IgG Line Immunoblot (Virotech) mit 92,1% haufiger ein isolierter VCA gp125-
Nachweis bei den VCA-Antikérpern als mit 71,7% auf dem EBV ViraStripe IgG (Viramed).
Mit dem Viramed-Test wurden in 24 von 85 Seren eine positive VCA p18-Bande detek-
tiert, wahrend mit dem Blot der Fa. Virotech in nur 7 von 88 Proben VCA p18-IgG nach-
gewiesen wurde. Der signifikante Unterschied fir den VCA p18-lgG-Nachweis wurde in
Gruppe 3 mit einem p-Wert von 0,00955 belegt. FUr die Praxis bedeutet es, dass
VCA p18 auf dem EBV ViraStripe IgG (Viramed) bei den frischen Infektionen vermutlich

eher als auf dem Vergleichstest der Fa. Virotech reagiert.

Im Vergleich der IgM-Analysen beider kommerzieller Immunoblots scheint hingegen das
VCA p18 auf dem Teststreifen der Fa. Virotech sensitiver bei den frischen EBV-Priméarin-
fektionen zu reagieren, da sich in der Gruppe 2 auf dem IgM-Blot der Fa. Virotech bei
30,7% ein starker VCA p18-IgM-Nachweis findet, wahrend mit dem Viramed-Blot nur
12,9% der Seren des Serostatus ,frisch” in diese Gruppe eingeteilt wurden. Die Verschie-
denheit der Verteilung der IgM-Antikérperreaktionsmuster konnte mit einem korrigierten
p-Wert von 0,01728 in der Gruppe 2 festgestellt werden (siehe Tabelle 3.4). Diese signifi-
kanten Unterschiede zwischen beiden Immunoblots fiir den Serostatus ,frisch® konnten
anhand von 101 in beiden kommerziellen Blots fir EBNA1-IgG-negativ getesteten Seren
mit reaktivem IgM-Nachweis bestatigt werden. Von den 101 Seren, bei denen es sich
Uberwiegend um Primarinfektionen handelte, wurden mit dem EBV IgG Line Immunoblot
18 VCA p18-lgG-Banden detektiert. Im Vergleich dazu wurden mittels EBV ViraStripe 1gG
(Viramed) mehr als doppelt so viele VCA p18-IgG-Banden (38/101) nachgewiesen. Das
VCA-IgM-Antikdrpermuster mit  starkerer VCA p18-Reaktivitit gegentber dem
VCA gp125-IgM konnte auf den Virotech-Immunoblots (27/101) bei den EBNA1-IgG-
negativen Seren mit reaktivem IgM-Befund mehr als doppelt so haufig wie auf den
Viramed-Teststreifen (12/101) detektiert werden. Bei der untersuchten Fallzahl lag zwar
der korrigierte p-Wert mit 0,05955 noch knapp unter der Signifikanzmarke, dennoch zeigte
der unkorrigierte p-Wert als auch der Exakte Fischer-Test fir die gesamte Tabelle 3.13
einen signifikanten Unterschied auf.
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Beim Vergleich der Nachweise fur VCA p18-IgM, unabhéangig von den Bandenverhaltnis-
sen der VCA-IgM-Antikérper zueinander betrachtet, wurden Ubereinstimmend mit beiden
kommerziellen IgM-Immunoblots bei den 101 Seren mit fehlendem EBNA1-lgG-Nachweis
hohe VCA p18-IgM-Nachweisraten gefunden (86/101 Viramed vs. 91/101 Virotech). Zwar
werden bei EBV-Primérinfektionen haufig als erstes Anti-VCA gp125 und Anti-EA-D auf
dem IgM-Immunoblot nachweisbar, jedoch wird auch VCA p18-IgM, wie diese Arbeit
zeigt, bereits im frihen Stadium der Infektion detektiert. Das deckt sich mit den Ergebnis-
sen einer Studie von van Grunsven et al., in der 95% von 67 Proben mit Priméarinfektion
positiv fir VCA p18-IgM im ELISA waren [138], weshalb aufgrund der ausreichend guten
Sensitivitdt VCA p18 haufig in den IgM-Screening-Testen Verwendung findet. Fur die Pra-
xis bedeutet das, dass anhand der verschiedenen Verteilmuster der VCA-IgM-Antikdrper
zueinander aufgrund des frihen Nachweises von VCA p18-IgM keine zeitliche Einord-

nung des Infektionszeitpunktes vorgenommen werden kann.

Der Vergleich, der mittels beider kommerzieller EBV-Immunoblots erhaltenen Antikérper-
reaktionsmuster des Serostatus ,zurlickliegend®, zeigte zwar in der statistischen Analyse
fir die gesamte Tabelle 3.6 einen signifikanten Unterschied der Verteilungsmuster der
lgG-Banden, jedoch konnte die Arbeitshypothese mit einer vermuteten héheren Anzahl
von Bandenmustern mit einer starkeren VCA p18-lgG-Reaktivitdit gegenlber des
VCA gp125-IgG-Nachweises beim Virotech-Test nur partiell bestatigt werden. Trotz einer
nachgewiesenen hdheren prozentualen Haufigkeit dieses Bandenmusters beim Virotech-
Blot von 66% vs. 57% beim Viramed-Test fir die EBNA1-IgG-positiven Seren der Grup-
pe 5, lie3 sich statistisch jedoch kein signifikanter Unterschied (p = 0,29506) belegen.
Statistisch mit Signifikanz zu belegen war der Unterschied der Verteilung der Haufigkeit
des Bandenmusters mit gleich starken Reaktivititen der VCA-IgG-Antikérper
(p = 0,00001) in der Gruppe 6. Dieses Muster wurde gehauft mit dem Viramed-IgG-Blot
gefunden. Auffallend war weiterhin ein erhéhter Anteil an EBNA1-1gG-negativen Seren mit
fihrender VCA p18-Reaktivitat der VCA-IgG-Antikdrper, ermittelt mit dem Virotech-Test
gegenlber dem Viramed-Blot, jedoch war der Unterschied mit einem grenzwertigen p-
Wert von 0,05834 auch hier nur knapp statistisch nicht signifikant. Die Ergebnisse des
Methodenvergleichs der beiden kommerziellen EBV Line Immunoblots fir die Serogruppe
,zurlickliegend“ wurden anhand der in beiden Immunoblots fir EBNA1-1gG-positiv getes-
teten Seren (n = 125) der anscheinend ,sicher” zurtickliegenden EBV-Infektionen hinsicht-
lich des IgG-Bandenmusters Uberpriift und bestatigt (siehe Tabelle 3.8).

Auch wenn die Gesamtergebnisse der serologischen Befundstufen fir die 289 Seren,
ermittelt mit den beiden kommerziellen Immunoblots, &hnlich waren, zeigten sich im De-

tail, wie zum Beispiel beim EBNA1-IgG-Nachweis, deutliche Unterschiede. Der Viramed-
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Test war mit 150 EBNA1-IgG-Nachweisen gegeniber 130 positiven EBNA1-IgG-Banden
auf dem Virotech-Blot deutlich sensitiver eingestellt. Ein statistisch signifikanter Unter-
schied konnte mit dem angewandten Exakten Fischer-Test anhand der untersuchten Fall-
zahl nicht belegt werden. Im Vergleich dazu waren in den vorselektierten Seren mit dem
Screening-ELISA nur 80 der 284 getesteten Seren fur EBNA1-IgG reaktiv. Die unter-
schiedlichen Nachweisraten sind auf die hdhere Sensitivitdt des EBNA1-IgG-Nachweises
mittels des Line-Immunoblotverfahrens gegentber z. B. dem ELISA und IFT zurlickzufih-
ren [160]. Wahrend z. B. bei Anwendung des IFT und ELISA in der Regel die eingesetz-
ten Antigenmengen aufgrund der Technik beschrankt sind, kbnnen auf dem Line-Immuno-
blot optimale Antigenkonzentrationen lokal angeboten werden, sodass die positiven Reak-
tionen nur noch von der Antikérperkonzentration abhangen [109]. Insbesondere niedrigere
EBNA1-IgG-Konzentrationen kénnen so zusatzlich detektiert werden. Der Einsatz eines
Immunoblots ist daher eine sinnvolle erganzende Untersuchung flr die in den Screening-
Testen EBNA1-IgG-negativen Seren mit nicht eindeutiger serologischer Konstellation ei-
ner EBV-Primarinfektion.

Der Vergleich der Ergebnisse des EBV ViraStripe IgM (Viramed) mit denen des
EBV IgM Line Immunoblot (Virotech) fur die 125 ,sicher® zurlckliegenden Infektionen mit
in beiden kommerziellen EBV-Immunoblots positivem EBNA1-IgG-Nachweis ergab einen
signifikanten Unterschied. Mit dem Virotech-Test wurden signifikant mehr VCA p18-IgM-
Nachweise als im Vergleichstest von Viramed detektiert, sodass mit Ersterem vermutlich
mehr unspezifische Reaktivitdten erfasst werden bzw. VCA p18-IgM-Antikérper langer
persistierend nach zurlckliegender Infektion nachweisbar bleiben.

Eine frische Primérinfektion kann bei Nichtbildung von EBNA1-1gG-Antikérpern oder se-
kundarem Verlust unter Immunsuppression Uber den starken Nachweis einer VCA p18-
lgG-Bande (2. Spatmarker) ausgeschlossen werden [116]. Da die Intensitat der VCA p18-
IgG-Bande mit zunehmender Infektionsdauer an Starke gewinnt und in unterschiedlicher
Intensitat lebenslang nachweisbar bleibt, wahrend VCA gp125-IgG héaufig im Verlauf der
Infektion wieder an Reaktivitdt abnimmt und nicht selten wieder negativ wird, kann das
Bandenverhaltnis der VCA-IgG-Antikdrper zueinander eine weitere Entscheidungshilfe zur
zeitlichen Einordnung einer EBV-Infektion sein. Dennoch gibt es unterschiedliche Ergeb-
nisse der nachweisbaren Immunantworten bei Verwendung von Line-Immunoblots ver-
schiedener Hersteller. Wahrend der EBV ViraStripe IgG (Viramed) mehr zurlickliegende
Infektionen anhand des EBNA1-IgG-Nachweises detektierte, gelang es im Vergleichstest
von Virotech im Rahmen dieser Studie haufiger Uber eine sehr starke VCA p18-IgG-
Bande.

Die Ergebnisse dieses Methodenvergleichs zeigen Ubereinstimmend mit den Ergebnissen
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der Studie von Lupo et al., dass die Immunantworten nicht nur individuell, sondern je nach
verwendeten Antigenen bzw. deren Aufbereitungen auch in der gleichen Testmethode
stark variieren kénnen [131]. Entscheidend bleibt jedoch, dass mit beiden kommerziellen
Testen eine ahnliche Anzahl der wichtigen Serodiagnosen ,, frisch®, ,seronegativ* und ,,zu-
rickliegend” gestellt wurde.

4.3.2 Fazit aus Einzelfallbetrachtungen des Serostatus ,,unklar®

Die gesonderte Bewertung der nicht klassischen oder mehrdeutigen ,unklaren® serologi-
schen Konstellationen in mindestens einem der kommerziellen EBV-Immunoblots, zeigt
einmal mehr, wie komplex die EBV-Diagnostik ist und dass eine schematisierte Testinter-
pretation zu Fehldiagnosen fuhren wirde.

Der Infektionszeitpunkt bei Probe 222 lag beispielsweise aufgrund von Vorbefunden mit
nachgewiesener Serokonversion der 1gG-Antikérper ca. 3 Monate zuriick. Der Viramed-
Test zeigte ein Bandenmuster mit starkerer VCA p18-lgG-Reaktivitdt gegenlber dem
VCA gp125-1gG bei unter dem Cut off liegender EBNA1-IgG-Bande und negativem IgM-
Befund. Mit dem IgM-Immunoblot der Fa. Virotech wurden positive VCA gp125- und EA-
D-lgM-Banden detektiert. Im dazugehérigen IgG-Test fand sich zwar kein EBNA1-1gG,
jedoch ein VCA p18-1gG mit einer starkeren Bandenintensitat als beim VCA gp125-1gG.
Diese Verlaufsbeobachtung Iasst vermuten, dass entgegen der gulltigen Auswertekriterien
des Herstellers Virotech [150] bei einer starkeren VCA p18-lgG-Antwort gegenlber
VCA gp125-IgG auch bei positivem IgM-Befund eine frische Primérinfektion auszuschlie-
Ben ist und ein eher etwas zuriickliegender Infektionszeitpunkt anzunehmen ist.

Isoliert EBV-IgM-positive Seren wurden nach dem Interpretationsschema fur die Studie
als ,unklar” bewertet, da es sich bei fehlendem IgG-Nachweis auch um unspezifische o-
der kreuzreagierende IgM-Antikérper handeln kénnte [48, 110]. In Probe 103 wurden bei-
spielsweise mittels beider kommerzieller EBV-Immunoblots jeweils nur isoliert positiv
VCA p18-IgM-Antikérper detektiert. Die im EBV IgG Line Immunoblot (Virotech) knapp
unter dem Cut off sichtbare VCA gp125-1gG-Bande erhartete hier jedoch den Verdacht
auf eine EBV-Primarinfektion. In der Probe 122 einer 3-jahrigen Patientin mit einer
LymphknotenvergréBerung zeigten sich grenzwertige VCA-IgM- und EA-D-lgG-Anti-
kdérper-Konzentrationen bei Abwesenheit von EBNA1-IgG und VCA-IgG im ELISA-
Screening. Mit den Virotech-Immunoblots fand sich lediglich ein isoliert positiver IgM-
Befund mit Nachweis beider VCA-IgM-Antikérper. Die Vergleichsteste der Fa. Viramed
detektierten in der IgM-Analyse nur eine isoliert positive VCA p18-Bande bei gleichzeiti-
gem Nachweis von EA-D-IgG und VCA p18-IgG auf dem EBV ViraStripe IgG. In einer 9
Monate zuvor eingesandten Probe war die Patientin noch seronegativ fir EBV. Eine EBV-
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Primarinfektion schien hier sehr wahrscheinlich. Eine klarende Verlaufsprobe wurde nicht
eingesandt. Ungewdhnlich friih wurde in der Verlaufsbetrachtung der Probe 70 einer zu-
vor seronegativ fir EBV getesteten 29-jdhrigen Patientin im EBV ViraStripe IgG das
VCA p18-1gG in Kombination mit EA-D-IgG bereits nach 8 Tagen detektiert.

Diese Einzelfallbetrachtungen zeigen, dass auch Primarinfektionen mit isoliertem
VCA p18-Nachweis der VCA-Antikérper im 1gG- und IgM-Immunoblot méglich sind. Ent-
gegen der Empfehlungen aus der Literatur fir den IgG-Lineassay von Mikrogen [116] und
der IgG-Interpretationskriterien des EBV ViraStripe IgG [161], kann nach den Ergebnissen
der vorliegenden Arbeit nicht bei jedem isoliert starkem Nachweis einer VCA p18-IgG-
Reaktivitat (Spatmarker) im Immunoblot ein langer zurtckliegender Infektionszeitpunkt

angenommen werden.

Die Bewertung der Serumprobe 51 eines 11-jahrigen Patienten zeigt, dass im Gegensatz
zu einigen empfohlenen EBV-Diagnostikablaufschemen [127, 129-131] ein Screening
unter Einbezug von EA-D-IgG sehr wohl sinnvoll sein kann. In der Probe waren die
ELISA-Suchteste flir VCA-IgG- und -IgM als auch fir EBNA1-IgG negativ. Lediglich der
Nachweis von EA-D-IgG im Screening wies auf eine Priméarinfektion hin. Ware im ELISA-
Testprofil auf die Untersuchung des EA-D-IgG verzichtet worden, ware diese frische EBV-
Primarinfektion in der ersten Untersuchung unentdeckt geblieben. Insgesamt hatten im
Rahmen der Studie 9 von 289 Proben einen isolierten EA-D-IgG-Nachweis in den Such-
testen, wobei die Folgediagnostik auf eine EBV-Priméarinfektion hinwies. Das deckt sich
mit den Empfehlungen von Pottgiesser et al., EA-D-IgG bei sonst negativen EBV-
Antikdrpern zur Differenzierung einer Akutinfektion, aber nicht als Marker fir eine Klini-
sche Reaktivierung nach zuriickliegender Infektion zu verwenden, da EA-D-IgG auch bei
Gesunden nachgewiesen wurden [160].

In der Probe 51 zeigte sich in den Viramed-Immunoblots in der IgM- als auch in der IgG-
Analyse das klassische Bild einer frischen EBV-Primarinfektion mit Nachweis von
VCA gp125- und EA-D-Antikérpern. Im Gegensatz dazu ergaben die Ergebnisse des
EBV IgG/IgM Line Immunoblot (Virotech) ein unklares Bild. Wahrend der IgM-Immunoblot
mit allen 3 entwickelten Banden deutlich positiv war, wurde im dazugehdérigen 1gG-
Immunoblot neben den Friihmarkern VCA gp125- und EA-D-IgG auch eine deutlich ober-
halb des Cut off liegende EBNA1-IgG-Bande detektiert. Laut Gebrauchsanweisung der
Fa. Virotech ist der Nachweis von EBNA1-IgG als zentraler Marker fiir eine zuriickliegen-
de Infektion zu werten [150].

In dem Methodenvergleich zeigten sich sowohl mit dem Viramed- als auch mit dem Viro-
tech-lgG-Immunoblot unspezifische bzw. atypisch friihe EBNA1-IgG-Nachweise im Rah-

83



Diskussion

men von frischen EBV-Infektionen (Proben 29, 31, 41, 46, 49, 101, 131, 238). Die Unter-
suchungen zeigten, dass EBNA1-IgG-Nachweise in Kombination mit den Frihmarkern
VCA gp125- und EA-D-IgG bei nicht nachweisbarem VCA p18-IgG und deutlich positivem
IgM-Immunoblot zurlickhaltend bewertet werden sollten, da es sich hier um Primarinfekti-

onen handeln kénnte. Klarung kann hier eine Verlaufsuntersuchung bringen.

Das Problem des sehr sensitiven EBNA1-lgG-Nachweises scheint dem Hersteller
Viramed bekannt zu sein, denn es gibt in der Testanleitung gesonderte Auswertekriterien
fir schwache EBNA1-IgG-Banden [161]. So soll bei gleichzeitig vorliegender starker
VCA p18-IgG-Bande eine abgelaufene Infektion oder bei gleichzeitigem Nachweis von
VCA gp125-IgM eine Primarinfektion wahrscheinlich sein. Erschwerend kam jedoch hinzu,
dass es auch Proben (z. B. Nr. 49) gibt, die sowohl fir VCA gp125-IgM und VCA p18-1gG
zusatzlich zum schwachen EBNA1-IgG positiv sind, sodass hier keine Zuordnung getrof-
fen werden konnte. Zum anderen gab es auch starke EBNA1-lgG-Nachweise im
EBV ViraStripe IgG bei ansonsten klassischer Bandenkonstellation einer Primarinfektion
(Proben 31 und 131).

Der von einigen Autoren [48, 110, 122] angegebene Algorithmus, mit EBNA1-IgG zu
screenen und bei Positivitat eine EBV-Primarinfektion auszuschlieBen, ist kritisch zu be-
werten, da zu einem geringen Prozentsatz atypisch friihe bzw. unspezifische EBNA1-IgG-
Nachweise sowohl in den Suchtesten als auch in beiden kommerziellen Immunoblots bei
sonst typischer Konstellation fiir eine Priméarinfektion auftreten. Ubereinstimmend berich-
teten Lupo et al. in einer Vergleichsstudie 2012 Uber unterschiedliche Spezifitdten des
EBNA1-IgG-Nachweises. So lag diese fur den LIAISON EBNA1-1gG-Assay mit 74,2% mit
mehr falsch positiven EBNA1-IgG-Nachweisen bei den EBV-Primarinfektionen signifikant
niedriger als beim VIDAS EBNA1-IgG-Assays mit 96,5% [131].

Mit einem EBNA1-1gG-Screening kdnnten so falschlicherweise abgelaufene Infektionen
diagnostiziert und Priméarinfektionen Ubersehen werden, was in der Regel umfangreiche

unnétige Folgediagnostik nach sich zieht.

Zusammenfassend kann nach Bewertung der unklaren Seren mittels der beiden kommer-

ziellen Immunoblots festgestellt werden:

Eine EBNA1-IgG-Bande in Kombination mit Nachweisen von den Frihmarkern
VCA gp125- und EA-D-IgG in Abwesenheit von VCA p18-IgG und deutlich positivem IgM-
Befund sollte nicht als Nachweis fir eine zurlckliegenden Infektion gewertet werden. Da
es Primérinfektionen mit isoliertem VCA p18-Nachweis im IgG- und/ oder IgM-Immunoblot
gibt, kann ein isolierter Nachweis einer VCA p18-lgG-Reaktivitdt (Spatmarker) nicht in
jedem Fall mit einem zurtckliegenden Infektionszeitpunkt gleichgesetzt werden. Serologi-
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sche Verlaufe zeigten, dass die Ausbildung von EBNA1-IgG mehrere Monate in Anspruch
nehmen kann, aber zwischendurch das Bandenverhaltnis der beiden VCA-IgG-Antikérper

zueinander hilfreich zur Einordnung des Infektionsstatus sein kann.

Allgemein lasst sich aus den erhobenen Daten des Methodenvergleichs schlussfolgern,
dass eine schematisierte Testinterpretation der EBV-Serologie, wie von manchen Autoren
empfohlen, problematisch ist [110]. Weder die benutzten Screening- noch die Bestati-
gungsteste waren, isoliert verwendet ideal, fur die alleinige EBV-Diagnostik geeignet. Die
Studie zeigt, dass die Immunantworten nicht nur individuell, sondern je nach verwendeten
Antigenen oder deren Aufbereitungen in verschiedenen Testen stark variieren kénnen.
Testergebnisse sollten immer nur unter Kenntnis der Testcharakteristika (Starken bzw.
Schwéachen) und des Testverhaltens im Infektionsverlauf mit typischen Titerhéhen oder
Scannintensitaten optimal in Zusammenschau mit Klinik, Patientenalter, Transaminasen,
typischen Blutbildveranderungen und, wenn mdglich, mit dem CMV-Status, wie schon die
Studienergebnisse von Guerrero-Ramos et al. zeigten, bewertet werden [110].

4.4 Optimierung des EBV ViraStripe IgG/IgM der Fa. Viramed

Der zweite Teil der Arbeit bewertete anhand von 80 Seren mit frischer und 150 Seren mit
zurlickliegender EBV-Infektion, die mit dem F&E EBV ViraStripe unter Verwendung nied-
rigerer Antigen-Konzentrationen und zusatzlicher Antigene erhaltenen Ergebnisse, um
folgende Fragen zu klaren:

1. Sind eindeutigere EBV-Antikdrperreaktionsmuster mit einer stérkeren Reaktivitat
des VCA p18-1gG gegentber VCA gp125-IgG bei den langer zurlickliegenden In-
fektionen zu erhalten?

2. Kann die Anzahl atypisch friher bzw. unspezifischer EBNA1-1gG-Reaktivitédten bei
den frischen Infektionen minimiert werden?

3. Kdnnen unspezifische, kreuzreagierende oder lang persistierende EBV-IgM-Nach-
weise reduziert werden?

Bei den frischen EBV-Infektionen fanden sich in 83,8% der Proben VCA p18-IgM-
Antikérper auf den kommerziellen EBV ViraStripe IgM-Blots, unter diesen auch drei iso-
lierte VCA p18-lgM-Nachweise. Dies korrespondiert mit den Angaben in der Literatur,
dass VCA p18 in der IgM-Analyse sehr sensitiv in der friihen Phase einer Infektion zusatz-
lich zum VCA gp125 als Frihmarker reagiert [138]. Auf den IgM-Forschungsblots der Fa.
Viramed fand sich unter Einsatz des im Routineblot verwendeten trunkierten Antigens
VCA p18 in 0,75-facher Konzentration (VCA p18 B) nur noch bei 35% der Proben mit fri-
scher EBV-Infektion ein positiver VCA p18-lgM-Nachweis. Bei Verwendung der 0,67-
fachen Konzentration von VCA p18 B wurde dann lediglich noch bei 5% der Proben eine
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positive Bande detektiert. Aufgrund einer zu geringen Sensitivitdt ebenso ungeeignet zur
Verwendung in der EBV-IgM-Analyse war das Fusionsprotein aus den trunkierten Antige-
nen des VCA p18 und VCA gp125 mit nur 66,3% positiven Nachweisen bei den frischen
EBV-Infektionen.

Lediglich das Vollldngenprotein VCA p18 C zeigte mit einer Nachweisrate von 91,3% bei
den Seren mit frischer EBV-Infektion eine vergleichbare, sogar etwas hdhere Sensitivitat

im Vergleich zum kommerziellen IgM-Immunoblot der Fa. Viramed.

Einschrankend muss hier erwahnt werden, dass unter Verwendung identischer Antigene
in gleicher Konzentration auf dem F&E EBV ViraStripe IgM im Vergleich zum kommerziel-
len Test etwas geringere Scanintensitdten gemessen wurden. Sichtbar wurde dies in den
angefertigten Box-Whisker-Plots. Dieser Unterschied konnte im Kollektiv der frischen In-
fektionen anhand der Antigene EA-D p54 und VCA gp125 (siehe Abbildungen 3.5 und
3.6) festgestellt werden, welche auf beiden IgM-Teststreifen in identischen Konzentratio-
nen eingesetzt wurden. Wahrend beim EA-D p54-IgM-Nachweis sich auch Messwerte
unter den Cut off verschoben, die zu einer geringeren Positivrate flihrten, lagen die unte-
ren Begrenzungen der Boxen fir VCA gp125-IgM Uber dem Cut off auf fast identischer
Hobhe. Das erklarte hier die &hnlichen Nachweisraten fur VCA gp125-IgM mit dem For-
schungsblot als auch mit dem kommerziellen Test. Die obere Boxbegrenzung fir den
kommerziellen VCA gp125-IgM-Nachweis lag jedoch auch hier héher, sodass festgestellt
werden konnte, dass mittels des Forschungsblots unter Verwendung des identischen An-
tigens niedrigere Scanintensitdten gemessen wurden. Der Unterschied in der Herstellung
der F&E EBV ViraStripes zum kommerziellen Test lag darin, dass die verschiedenen
kommerziellen Antigenldsungen zwar in identischer Konzentration, jedoch in niedrigeren
Volumina auf die Line-Teststreifen ,gedruckt® wurden, um die Vielzahl der getesteten An-
tigene auf einen Blotstreifen zu bekommen. Bei Betrachtung der gemessenen relativen
Intensitaten gegen die verschiedenen Antigene und Konzentrationen des VCA p18 und
des Fusionsproteins zeigte die Abbildung 3.7, dass nur der Median-Wert des VCA p18 C-
IgM (Volllangenprotein) in fast identischer Hohe zum VCA p18-IgM des kommerziellen
Viramed-Testes lag. Da lediglich bei diesen beiden Antigene auch die unteren Boxbe-
grenzungen bei &hnlichen Scanintensitaten festgestellt werden konnten, kam es hier zu
keinem Sensitivitatsverlust bei Verwendung des VCA p18 C flir den IgM-Nachweis bei
den frischen Infektionen.

Die erhobenen Daten im Rahmen dieser Arbeit sind aufgrund der bei der Herstellung der
Forschungsblots verwendeten niedrigeren Volumina fur die Antigenldsungen von be-
grenzter Aussagekraft und missen, um statistisch valide Aussagen treffen zu kénnen, in
einer weiteren Studie unter komplett identischen Produktionsbedingungen, wie sie flr den
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Routineblot gelten, Gberprift werden.

Der Vergleich der VCA gp125-Nachweisraten in der IgG-Analyse zwischen dem Routine-
(96,3%) und dem Forschungsblot (63,8%) der Fa. Viramed zeigte eine deutliche Sensitivi-
tatseinbufBe bei der Entdeckung frischer Infektionen unter Verwendung der halben Kon-
zentration des VCA gp125 A (VCA gp125 B). Auf der Grundlage dieser Ergebnisse konnte
bereits an dieser Stelle der Einsatz von VCA gp125 B mit dem Ziel, in der IgG-Analyse
eine Optimierung des Bandenverhaltnisses zugunsten einer starkeren VCA p18-1gG-
Reaktivitat bei den zuriickliegenden Infektionen zu erhalten, ausgeschlossen werden.
Einschrankend sollte beriicksichtigt werden, dass in den Kastengrafiken (siehe Abbildun-
gen 3.9 und 3.10) auch hier eine Verschiebung der Lage der Boxen in Richtung niedrige-
rer Scanintensitdten beim F&E EBV ViraStripe IgG im Vergleich zum kommerziellen
EBV ViraStripe IgG festgestellt wurde. Das Fusionsprotein war aufgrund der niedrigen
Positivraten weder in der IgG- noch in der IgM-Analyse als Frihmarker zur Detektion fri-
scher Infektionen geeignet.

Atypisch frihe bzw. unspezifische EBNA1-IgG-Banden wurden in 6 der 80 Seren mit
EBV-Priméarinfektion mittels EBV ViraStripe IgG detektiert. Mit dem gleichen Antigen in
identischer Konzentration (EBNA1 A) wurden mit dem F&E EBV ViraStripe IgG nur 4 EB-
NA1-lgG-Banden nachgewiesen und mit der 0,5-fachen Konzentration (EBNA1 B) lieBen
sich die EBNA1-Reaktivitditen auf 2 Nachweise reduzieren. Die Performance des EB-
NA1 B im Vergleich zum EBNA1 A in Standardkonzentration nach Untersuchung der 150
Seren mit zurlickliegender Infektion zeigte eine SensitivitadtseinbuBe (89% vs. 94%) und

schloss dessen Einsatz zumindest nach dieser Studie aus.

Die mit identischer Konzentration des gleichen Antigens von EBNA1 auf dem IgG-
Forschungsblot detektierten niedrigeren Nachweisraten bieten Anlass weitere Studien
unter identischen Herstellungsbedingungen mit gleicher Volumenapplikation fir die Anti-

genlésungen durchzufihren.

Die Auswertung der Ergebnisse von 150 mittels F&E EBV ViraStripe IgG untersuchten
Seren mit zurlckliegender Infektion ergab, dass eine Optimierung des EBV ViraStripe IgG
bei lediglich Ubereinstimmemder qualitativer Positivrate des Vollldngenproteins
VCA p18 C mit dem in Standardkonzentration auf dem F&E EBV ViraStripe IgG verwen-
deten VCA p18 A, nur noch mit dem VCA p18 C im Rahmen dieser Studie zu erreichen
war. Beim anschlieBenden Vergleich der gemessenen relativen Scanintensitaten der
Standardkonzentration des kommerziellen VCAp18 A mit dem Vollldngenprotein
(VCA p18 C), dargestellt in Abbildung 3.13 im Box-Whisker-Plot, wurde jedoch ein deutli-
cher Unterschied festgestellt. Mit dem VCA p18 C wurden deutlich niedrigere Scanintensi-
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taten auf dem F&E EBV ViraStripe IgG gemessen, sodass eine Verwendung des Volllan-
genproteins VCA p18 C auf dem EBV ViraStripe IgG zu weniger EBV-Antikérper-
reaktionsmustern mit einer starkeren Reaktivitit des VCAp18-lgG gegenlber
VCA gp125-1gG bei den langer zurtckliegenden Infektionen filhren wirde und dessen
Einsatz zur Optimierung des EBV ViraStripe IgG zumindest nach den erhobenen Daten
dieser Studie ausschlossen.

Im Vergleich, der auf dem IgM-Routineblot ausgetesteten Antigene mit den Antigenen des
IgM-Forschungsblots, lie3 sich lediglich fir das VCA p18 C kein Sensitivitatsverlust zum
kommerziell verwendeten VCA p18 nach Untersuchung der 80 Seren mit frischer Infektion
in dieser Studie feststellen.

Der Vergleich dieser beiden Antigene in der IgM-Analyse nach Bewertung der Seren mit
zurlckliegender Infektion zeigte einen deutlichen Unterschied in der Seropositivrate. Wah-
rend mit dem VCA p18 auf dem IgM-Routineblot bei 16 Seren eine positive Bande detek-
tiert wurde, reduzierte sich die Anzahl unter Verwendung des VCA p18 C auf dem IgM-
Forschungsblot auf 6 Nachweise. Auch wenn ein direkter Vergleich des VCA p18 A mit
dem VCA p18 C auf dem Forschungsblot nicht méglich war, da Ersteres nicht auf dem
F&E EBV ViraStripe IgM ausgetestet wurde, schien eine Spezifitdtsverbessung in der
IgM-Analyse im Sinne einer Reduktion unspezifischer bzw. persistierender IgM-
Nachweise, eine haufige Problematik nach zurtickliegender EBV-Infektion [147], sehr
wahrscheinlich. Passend dazu der Nachweis von 6 positiven VCA p18-IgM-Banden mit
der 0,75-fachen Standardkonzentration (VCA p18 B). Es stellt sich allerdings die Frage,
ob sich diese Ergebnisse unter exakt den gleichen Herstellungsbedingungen des For-
schungsblots, wie sie flr den Routineblot gelten, in einer weiteren Studie bestatigen las-

sen.

4.5 Spezifitatsverbesserung mittels F&E EBV ViraStripe IgM

Auf der Grundlage oben genannter Ergebnisse wurde der Ansatz der Spezifitatsverbesse-
rung zur Reduktion unspezifischer bzw. kreuzreagierender IgM-Nachweise in einem drit-
ten Schritt anhand von 11 Seren mit frischer Toxoplasmose und 32 Proben mit frischer
bzw. kirzlicher CMV-Primérinfektion Gberprift, zumal eine akute CMV-Infektion am h&u-
figsten die serologische EBV-Diagnostik mit meist deutlich erhéhten VCA-IgM-Nach-
weisen stort [110, 139]. In den gleichen Studien fanden sich deutlich weniger falsch posi-
tive VCA-IgM-Nachweise im Rahmen von akuten Parvovirus B19- und HIV1-Infektionen.

Bei den getesteten Toxoplasmose- und CMV-Seren war bei bis auf 2 Proben im Vorfeld
zusatzlich eine zuriickliegende EBV-Infektion mit positivem EBNA1-IgG-Nachweis diag-
nostiziert worden. Die 2 Ausnahmen hatten lediglich einen isoliert positiven IgM-Nachweis
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in der EBV-Serologie. Positive VCA-IgM-Antikdrper als Hinweis auf eine Primérinfektion
oder Reaktivierung sollten stets vorsichtig interpretiert werden, denn nicht selten kommen
kreuzreagierende oder unspezifische IgM-Nachweise, insbesondere im Rahmen der
akuten CMV-Primarinfektion, Toxoplasmose oder Parvovirus B19-Infektion vor [48, 110,
140, 141]. Es erschweren nicht nur isoliert auftretende VCA-IgM-Antikérper, sondern auch
das gleichzeitige Auftreten von EBNA1-IgG, VCA-IgG und -IgM die Diagnostik [131, 134,
137, 143]. Differentialdiagnostisch muss hier zwischen einer akuten Infektion mit atypisch
frihem oder unspezifischem EBNA1-IgG-Nachweis, einer kirzlichen Infektion mit schon
nachweisbarem EBNA1-1gG, einem IgM-Nachweis bei Reaktivierung oder kreuzreagie-
renden/unspezifischen IgM-Antikérpern im Rahmen anderer akuter Infektionen (z. B.
CMV, Toxoplasmose, HIV, Parvovirus B19, Hepatitis) oder persistierenden IgM-Anti-
kérpern nach zurtckliegender EBV-Infektion unterschieden werden. Nystad und Myrmel
zeigten in ihrer Studie, dass zur Differenzierung zwischen spater EBV-Primérinfektion und
subklinischer Reaktivierung der Nachweis von heterophilen Antikérpern hilfreich sein kann
[134]. Dieser Ansatz konnte aufgrund von nur selten durchgefuhrter Untersuchung auf
heterophile Antikdrper (29/289) im Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht valide Gberprift

werden.

Wahrend mit dem Routineblot 7 reaktive VCA p18-IgM-Banden bei den 11 Proben mit
frischer Toxoplasmose nachgewiesen wurden, fielen die dazugehdrigen IgM-
Forschungsblots der Fa. Viramed alle negativ aus. Nach Vorbehandlung der 11 Toxo-
plasmose-Seren mit Virasorb wurden auf dem EBV ViraStripe IgM bei allen Seren IgM-
Antikdrper im Routineblot detektiert. Da es sich hier ausschlieBlich um Proben mit hohem
erregerspezifischem IgG-Anteil handelte (EBNA1- oder VCA-IgG), scheinen in den Unter-
suchungen ohne Virasorb zuvor in einigen Seren bindungsschwéchere IgM-Antikérper
durch die bindungsstarken IgG-Antikérper verdrangt worden zu sein. Nicht unerwahnt
sollte bleiben, dass in keinem der beiden Viramed-Teste VCA gp125-IgM-Antikérper im
Rahmen einer frischen Toxoplasmose nachgewiesen wurden. Der Vergleich lie3 die Fest-
stellung zu, dass unter Verwendung des Volllangenproteins VCA p18 C auf dem
F&E EBV ViraStripe IgM mdglicherweise keine unspezifischen VCA p18-lgM-Reakti-

vitaten bei frischer Toxoplasmose auftreten wirden.

Ubereinstimmend mit den Untersuchungen von Guerrero et al. als auch von Berth und
Bosmans fanden sich auch in der vorliegenden Arbeit besonders viele falsch positive
EBV-IgM-Ergebnisse in den Screeningtesten und im EBV ViraStripe aufgrund von Kreuz-
reaktivitat bei CMV-Primérinfektion [110, 139]. Nach Untersuchung von 32 Seren mit fri-
scher bzw. kirzlicher CMV-Primarinfektion im EBV ViraStripe IgM waren mit 21 positiven
und 4 grenzwertigen VCA p18-Nachweisen (trunkiertes Antigen) 78,1% der Teste reaktiv.
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Nach Vorbehandlung der Seren mit Virasorb fand sich ein noch etwas hdherer Prozent-
satz von 84,4% reaktiver Teste mit VCA p18-Banden mittels EBV ViraStripe IgM. Die Er-
héhung der Nachweisrate war wiederum mit den héhertitrigen EBNA1- und/oder VCA-
lgG-Antikdrpern in den Suchtesten von 28 Proben zu erkléaren, die vermutlich ohne Vor-
behandlung mit Virasorb bindungsschwéachere IgM-Antikérper verdréangt haben. Die Aus-
wertung der Ergebnisse des F&E EBV ViraStripe IgM zeigte mit 5 positiven und 7 grenz-
wertigen Reaktivitaten deutlich weniger Nachweise bei Verwendung des VCA p18 C, so-
dass eine Spezifitdtsverbesserung in der IgM-Analyse des EBV ViraStripe durch Verwen-
dung des Volllangenprotein VCA p18 C mdglich schien. Einschrankend muss auch hier
erwahnt werden, dass ein direkter Vergleich der Positivraten unter Verwendung der im
kommerziellen Routineblot verwendeten VCA p18-IgM-Antigenlésung mit der des
VCA p18 C (Volllangenprotein) nicht méglich war, da Erstere nicht auf dem Forschungs-
blot aufgebracht war. Da jedoch auf dem Forschungsblot mit 37,5% deutlich weniger
VCA p18 C-IgM-Banden detektiert wurden, scheint unter dessen Verwendung eine Re-
duktion kreuzreagierender IgM-Antikdrper im Rahmen einer CMV-Primarinfektion bzw.
persistierender VCA p18-IgM-Antikérper wahrscheinlich.

4.6 Ausblick

Die Ergebnisse dieser Studie lassen die Verwendung des Volllangenproteins (VCA p18 C)
anstelle des trunkierten VCA p18 in der IgM-Analyse auf dem EBV ViraStripe sinnvoll er-
scheinen. Nach dem Vergleich der Ergebnisse des Routine- mit dem Forschungsblot der
Fa. Viramed wére es denkbar, durch Einsatz von VCA p18 C falsch positiv detektierte
IgM-Nachweise, die zu Fehldiagnosen fuhren kénnen, zu minimieren. Eine Reduktion
unspezifischer oder kreuzreagierender VCA-IgM-Antikérper im Rahmen anderer akuter
Infektionen, wie hier an Seren mit frischer Toxoplasmose und CMV-Primérinfektion unter-
sucht wurde, als auch die Reduktion persistierender IgM-Nachweise nach zuriickliegender
EBV-Infektion wirde aufgrund einer Spezifitatsverbesserung die Anzahl unklarer serologi-
scher EBV-Befunde und die sich anschlieBende Folgediagnostik reduzieren. Die Studien-
ergebnissen weisen unter Verwendung des VCA p18 C (Volllangenprotein) auf eine ver-
gleichbare Sensitivitat zum im IgM-Routineblot verwendeten trunkierten VCA p18 bei Er-
héhung der Spezifitat in der EBV-IgM-Analyse hin.

Eine Einschréankung der vorliegenden Arbeit war durch Verwendung geringerer Volumina
zur Herstellung der F&E EBV ViraStripes im Vergleich zum Routineblot gegeben. Es
musste im wesentlich kleineren MaBstab gearbeitet werden, um mdglichst viele Antigen-
l6sungen auf die F&E-Teststreifen aufzubringen. Insofern muissten die Ergebnisse der
F&E EBV ViraStripes der Fa. Viramed unter exakt den gleichen Herstellungsbedingungen
wie sie fur den Routineblot gelten in einer weiteren Studie an klinisch definierten Seren
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reproduziert werden, um statistisch valide Aussagen zu treffen.

Die Ergebnisse dieser Arbeit haben maBgeblich zur Verwendung des Vollldngenproteins
(VCA p18 C) in dem kurzlich auf den Markt gebrachten EBV ViraChip IgM Test Kit der Fa.
Viramed beigetragen. Hierbei handelt es sich um einen Chip-Immunoblot, einem Immuno-
blot auf Basis eines Enzym-Immunoassays im Microarray-Format zum qualitativen Nach-
weis von IgM-Antikdrpern gegen spezifische Epstein-Barr-Virus-Antigene in humanem
Serum. Der EBV ViraChip IgM detektiert somit vermutlich weniger unspezifische/ kreuz-
reagierende oder persistierende VCA-IgM-Antikérper im Vergleich zum EBV Vira-
Stripe IgM (Viramed) und EBV IgM Line Immunoblot (Virotech). Es kénnen mit dem neuen
IgM-Test anscheinend mehr eindeutige EBV-Antikérperreaktionsmuster bereits in der Er-

stuntersuchung nachgewiesen werden.

Die vorliegende Arbeit zeigte aufgrund von isoliertem Auftreten von EA-D-IgG bei einigen
EBV-Primarinfektionen in der Erstuntersuchung, dass auch der Einsatz von EA-D-IgG
zusatzlich zum EBNA1-IgG, VCA-IgG und -IgM in den Screening-Testen sinnvoll ist.
Wenngleich in der Literatur verschiedene diagnostische Wege in der EBV-Diagnostik vor-
geschlagen werden, wie z. B. Screening mit EBNA1-IgG [110], Screening mit EBNA1-1gG,
VCA-IgG- und -IgM oder aber die Untersuchung mittels IgG-Immunoblot [146, 147], zeigte
diese Arbeit, dass jeder dieser Ansatze seine Schwéachen hat. Somit waren weder die in
dieser Studie benutzten Screening- noch die Bestatigungsteste, isoliert verwendet, ideal
fur die alleinige EBV-Diagnostik geeignet. Die nachgewiesenen Immunantworten variieren
stark in Abh&ngigkeit der verwendeten Antigene bzw. deren Aufbereitungen. Eine Stufen-
diagnostik ist sinnvoll. Die Mehrzahl der Befunde kann sicher durch die z. B. haufig im
Hochdurchsatzlabor verwendeten ELISA- oder CLIA-Screeningteste in der Erstuntersu-
chung einem EBV-Infektionsstatus zugeordnet werden. Die wenigen nicht eindeutigen
Konstellationen kénnen meist mit der Untersuchung im EBV-Line-Immunoblot abgeklart

werden.

Auch bei groBem diagnostischem Aufwand wird es immer in geringer Anzahl Unsicherhei-
ten geben, die keine eindeutige serologische Bewertung mittels Erstbefund zulassen und
eine Verlaufskontrolle oder eine IgG-Aviditdtsmessung erfordern. Eine Standardisierung
von serologischen Assays fir den Nachweis der EBV-Infektion ist winschenswert [151].
Sener et al. beschreiben treffend, die Diagnose einer EBV-Infektion beruht nicht auf ei-
nem einzigen Antikérper-Test, sondern auch auf dem Muster der erhaltenen Ergebnisse
und dem klinischen Bild [154].
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5 Zusammenfassung

Eine differenzierte serologische EBV-Diagnostik ist aufgrund der Vielzahl differentialdiag-
nostisch in Frage kommender Erkrankungen (CMV, Rételn, HIV, Toxoplasmose, Leuka-
mie, Lymphom, Hepatitis u.a.) bei hoher Pravalenzrate in der Bevdlkerung sehr wichtig.
Da mehr als 5% der EBV-Infizierten niemals EBNA1-IgG-Antikérper bilden und persistie-
rende, unspezifische oder kreuzreagierende IgM-Antikdrper nicht selten vorkommen, ist
die sichere serologische Beurteilung mittels des zweiten zuverldssigen Spatmarkers
(VCA p18-1gG) zum Ausschluss einer akuten Infektion von groBer Bedeutung.

In der vorliegenden Studie wurde anhand von 289 validen, in der Routineanalytik des
LADR Zentrallabors Dr. Kramer & Kollegen auf EBV vorklassifizierte Seren ein Methoden-
vergleich der EBV-Lineblots von den Herstellern Virotech und Viramed durchgefihrt. Um
den EBV ViraStripe (Viramed) bezlglich der Antigenauswahl und Antigenkonzentration zu
optimieren, wurden alle Proben parallel zusatzlich in dem eigens von der Fa. Viramed flr
diese Studie hergestellten Entwicklungsimmunoblots (F&E EBV ViraStripe) ausgetestet.
Vornehmlich wurden Proben mit abgelaufenen EBV-Infektionen untersucht, da ein Ziel der
Arbeit darin bestand, ein eindeutigeres Bandenverteilungsmuster der VCA-IgG-Antikérper
mit Uberwiegen der VCA p18-Intensitat bei den zuriickliegenden Infektionen zu erhalten.
Um die Spezifitdt der IgM-Testung zu verbessern, wurden in einer zweiten Untersu-
chungsreihe 11 Seren mit frischer Toxoplasmose und 32 Seren mit CMV-Primarinfektion
im EBV ViraStripe IgM und im F&E EBV ViraStripe IgM parallel analysiert.

Die Vermutung aus der Routineanalytik, dass sich im EBV-Lineblot der Fa. Virotech im
Gegensatz zum EBV ViraStripe der Fa. Viramed haufiger das klassische Grundmuster der
VCA-lgG-Antikdrper ~ zueinander  mit  Uberwiegen  der  VCA p18-Reaktivitat
(VCA gp125 < VCA p18) bei den zurlckliegenden Infektion findet, deckten sich mit den
Ergebnissen im untersuchten Kollektiv. Es konnte jedoch kein statistisch signifikanter Un-
terschied festgestellt werden. Bei der Auswertung der 80 Seren mit EBV-Primarinfektion
zeigte sich im F&E EBV ViraStripe IgG, dass mit der 0,5-fachen Konzentration von
VCA gp125 A frische Infektionen in diesem Kollektiv unentdeckt blieben. Die Bewertung
der Antigene des VCA p18 und des Fusionsproteins auf dem F&E EBV ViraStripe IgG bei
den zurlckliegenden Infektionen ergab lediglich bei Verwendung des VCA p18 C eine
unverminderte qualitative Nachweisrate, jedoch wurden auch fir dieses Antigen deutlich
niedrigere Intensitadten gegentber dem herkdmmlichen Viramed-Immunoblot verwendeten

trunkierten Antigen VCA p18 A gemessen.

Das primare Ziel, eine Erhdhung der Antikdrperreaktionsmuster mit Uberwiegen der
VCA p18-IgG-Antwort bei den zuriickliegenden Infektionen zu erhalten, konnte somit in
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der vorliegenden Arbeit weder durch die Erniedrigung der Antigenkonzentrationen noch
durch die zusatzlich ausgetesteten Antigene erreicht werden.

In der IgM-Analyse zeigte sich im Kollektiv der zurtickliegenden EBV-Infektionen ein signi-
fikanter Abfall unspezifischer oder persistierender IgM-Nachweise bei Verwendung des
Volllangenproteins VCA p18 C auf dem F&E EBV ViraStripe IgM im Gegensatz zu den
beiden kommerziellen EBV-Lineblots. In einer weiteren Untersuchungsreihe wurden ge-
gen das VCA p18 C auf dem F&E EBV ViraStripe IgM bei den Seren mit frischer Toxo-
plasmose keine und bei den CMV-Primérinfektionen signifikant weniger unspezifische
IgM-Banden im Vergleich zum EBV ViraStripe IgM nachgewiesen. Aufgrund der Ergeb-
nisse erscheint die Annahme zulassig, dass ein Wechsel auf das VCA p18 C (Volllangen-
protein) im kommerziellen EBV ViraStripe IgM unspezifische, persistierende bzw. kreuz-
reagierende IgM-Reaktivitdten deutlich minimieren wirde und damit eine Verbesserung
hinsichtlich seiner Spezifitat bei vergleichbarer Sensitivitdt moglich ist.
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Abbildung 7.1: Schematische Abbildung der EBV IgG/IgM Line Immunoblot-Teststreifen
der Fa. Virotech. Im oberen Abschnitt befindet sich jeweils die entsprechende Konjugat-
und eine Serumkontrollbande, um die Validitat des Testes zu Uberprifen. Die darunter
befindlichen Banden gehéren zum Analytabschnitt und werden sichtbar, wenn die virus-
spezifischen Antigene mit den entsprechenden Antikdrpern im Serum reagieren.

EBV ViraStripe IgG EBV ViraStripe IgM

H g
i/ Serumkontrolle ; Serumkontrolle
o |gG -/ |QG
—é IgA — Konjugat- / lgA \ Konjugat-
kontrolle . 9
— . / —— / kontrolle
— gM IigM
_— Cut off Kontrolle a Cut off Kontrolle
Trennlinie Trennlinie
VCA gp125 VCA gp125
EBNA1 p76 EBNA1 p76
EA-D p54 EA-D p54
VCA p18 VCA p18

Abbildung 7.2: EBV ViraStripe IgG/IgM-Teststreifen (aus: Arbeitsanleitung, Fa. Viramed).
Oberhalb der griinen Trennlinie befinden sich die 3 Kontrollbanden, um die Validitat der
Teste zu beurteilen. Die unteren 4 Banden gehéren zum Analytabschnitt und werden
sichtbar, wenn die virusspezifischen Antigene mit den entsprechenden Antikérpern im
Serum reagieren.
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Abbildung 7.3: F&E EBV ViraStripe IgG/IgM-Teststreifen (aus: Arbeitsanleitung der Fa.
Viramed). Oberhalb der griinen Trennlinie befinden sich die 3 Kontrollbanden, um die Va-
liditat der Teste zu beurteilen. Die Banden unterhalb der Trennlinie gehéren zum Analyt-
abschnitt und werden sichtbar, wenn die virusspezifischen Antigene mit den entsprechen-
den Antikérpern im Serum reagieren.

Anhang zu 3.3.3: Vergleich der kommerziellen EBV Line Immunoblots - Einzelfall-
beschreibungen der diskrepanten und unklaren Serodiagnosen

Diskrepanzen: Serostatus ,zurlickliegend”

Mit den fur die Studie festgelegten Interpretationskriterien lieBen sich 149 Seren mit den
Viramed-Testen und 141 Proben mit den Virotech-Testen einer zurlckliegenden Infektion
zuordnen. Bei den 8 diskrepanten Antikdrperreaktionsmustern erfolgte mit den Viramed-
Testen in 7 Fallen (siehe Tabelle 7.1) Gber den EBNA1-IgG-Nachweis und bei dem EB-
NA1-lgG-negativen Serum (Nr. 222) Gber die starke VCA p18-IgG-Reaktivitat eine eindeu-
tige Zuordnung zu einer abgelaufenen Infektion. Bei allen 8 Proben war der zugehérige
IgM-Test negativ. 2 Seren wurden aufgrund der erhaltenen Antikérperreaktionsmuster auf
den Immunoblots der Fa. Virotech in den Serostatus ,kirzlich® und 6 zu den unklaren
Konstellationen eingeordnet.
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Tabelle 7.1: Ubersicht zu den Ergebnissen des ELISA-Suchprofils (DiaSorin) und der
beiden kommerziellen EBV-Immunoblots mit Angabe der relativen Scanintensitaten von 8
Seren, welche nur mit dem EBV ViraStripe IgG/IgM dem Serostatus ,zurlickliegend“ zu-
geordnet wurden.
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Im Fall eines 73-jahrigen Patienten (Probe 127) war aufgrund einer isoliert nachgewiese-
nen starken VCA gp125-IgG-Bande im Virotech-Test bei negativem IgM-Befund keine ein-
deutige Beurteilung des Immunoblots mdglich. Eine Unterscheidung zwischen einer Pri-
marinfektion und einer abgelaufenen Infektion ist anhand der VCA gp125-IgG-Reaktivitat
allein nicht méglich. Im ELISA-Testprofil von DiaSorin konnte bei dieser Probe lediglich
eine schwach positive Reaktivitat des VCA-IgG bei ansonsten negativen Nachweisen fir
VCA-IgM, EA-D-1gG und EBNA1-1gG detektiert werden.

In drei weiteren Fallen (Probe 137, 156, 239) hatte bereits die positive VCA p18-Bande
unabhangig von ihrer Starke im Virotech-lgG-Immunoblot bei fehlendem Hinweis auf eine

Primarinfektion im IgM-Test und Abwesenheit von EBNA1-IgG laut Bewertungskriterien
des Herstellers als eine abgelaufene Infektion bewertet werden kénnen [150]. Bei allen 3
Seren war die VCA gp125-IgG-Reaktivitat starker oder zumindest noch gleich stark wie
die VCA p18-lgG-Bande, wie es haufiger bei kirzlich zurtickliegendem Infektionszeitpunkt
vorkommt. In den zugehdérigen ELISA-Testprofilen der Firma DiaSorin wurden lediglich
VCA-IgG-Antikdrper im Grenzwertbereich bei ansonsten negativen Nachweisen detektiert.

Bei den Seren 146 und 270 konnte mit den Line-Immunoblots von Virotech aufgrund einer

jeweils in sehr starker Intensitat gefundenen EBNA1-IgG-Bande zumindest eine Primarin-
fektion ausgeschlossen werden. In beiden Proben waren jedoch die IgG-Antikdrper gegen
VCA als Durchseuchungsmarker nicht nachweisbar, sodass eine unspezifische Reakti-
vitét nicht mit Sicherheit auszuschlieBen war. Es erfolgte daher eine Zuordnung zu den
unklaren Seren. Im EBV ViraStripe IgG konnten schwach positive Reaktivitdten gegen
VCA-IgG festgestellt werden. In Probe 146 konnte zumindest noch zuséatzlich eine schwa-
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che EA-lgG-Bande im Virotech-Immunoblot abgelesen werden. Mit dem VCA-IgG-ELISA
(DiaSorin) wurde in beiden Féllen kein Nachweis erbracht. Der bei Probe 270 zusétzlich
durchgefiihrte CLIA-Test (DiaSorin) hatte eine grenzwertige VCA-IgG-Reaktivitat gemes-
sen. Die IgM-Teste beider Seren waren negativ.

Laut Bewertungskriterien der Fa. Virotech, wéare die Probe 213 eines 33-jahrigen Patien-
ten aufgrund der positiven EBNA1-lgG-Bande auch bei positiver VCA gp125-IgM-
Reaktivitat als abgelaufene EBV-Infektion zu bewerten [150]. Passend dazu fanden sich
sowohl im CLIA als auch im ELISA hochpositive VCA-IgG-Nachweise, wie sie nach langer
zurlckliegender Infektion beobachtet werden. Bei Nachweis des Frihmarkers
VCA gp125-IgM erfolgte jedoch im Rahmen der Studie die Zuordnung zum Serostatus

Jklrzlich®.

Das Serum 222 von einem 16-jédhrigen Patienten war allein aufgrund der Ergebnisse mit-
tels Virotech-Immunoblot keinem sicheren EBV-Infektionsstatus zuzuordnen. Im Viramed-
Test lag die EBNA1-IgG-Bande knapp unter dem Cut off, eine Zuordnung zu den abgelau-
fenen Infektionen konnte hier jedoch Uber die starke VCA p18-lgG-Bande vorgenommen
werden. Da im Virotech-Immunoblot eine positive VCA gp125-IgM- und EA-D-IgM-Bande
nachweisbar war, kann bei fehlender EBNA1-IgG-Reaktivitat Gber den starken Nachweis
der VCA p18-Bande laut Interpretationskriterien keine abgelaufene Infektion diagnostiziert
werden [150]. Bei dem Patienten handelte es sich um eine Verlaufsuntersuchung. Eine
erste, fast 3 Monate zuvor untersuchte Probe hatte lediglich eine nachweisbare VCA-IgG-
Reaktivitat im ELISA bei negativen Immunoblots. Die Verlaufskontrolle 14 Tage spater
konnte eine Serokonversion nachweisen. Der Infektionszeitpunkt lag daher offensichtlich
ca. 3 Monate zurlck. Dieser Fall 1asst vermuten, dass auch mit dem Virotech-Blot durch
eine Uberwiegende VCA p18-IgG-Antwort bei den VCA-IgG-Antikérpern bei positivem
IgM-Ergebnis eine frische EBV-Infektion ausgeschlossen und eine abgelaufene Infektion

angenommen werden kann.

Diskrepanzen: Serostatus ,unklar”

Betrachtet wurden zunachst 25 Seren, welche mit den Virotech-Testen in der Studie die
Bewertung ,unklar” erhielten. 8 von den 25 Seren wurden jeweils mit beiden kommerziel-
len Immunoblots der gleichen Gruppe des Serostatus ,unklar® zugeordnet (siehe Tabel-
le 7.2).
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Tabelle 7.2: Ubersicht zu den Ergebnissen des ELISA-Suchprofils (DiaSorin) und der
beiden kommerziellen EBV-Immunoblots mit Angabe der relativen Scanintensitaten von 8
Seren, welche jeweils dem Serostatus ,unklar zugeordnet wurden.
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Bei den Proben 10, 53, 103 und 122 bestand jeweils der Verdacht auf eine frische EBV-
Infektion bzw. diese war nicht auszuschlieBen (Gruppe 14). Im Fall 10 eines 3-jahrigen
Patienten und Fall 53 eines 15-jahrigen Jungen waren jeweils die IgG-Immunoblots beider
Hersteller negativ. Im IgM-Test waren deutlich VCA gp125-Antikérper und bis auf den
Viramed-Blot bei Probe 53 auch VCA p18-IgM-Antikdrper nachweisbar. Das ELISA-
Testprofil (DiaSorin) erbrachte bei beiden Proben einen niedrigtitrigen EA-D-1gG-
Nachweis, sowie im Serum 53 auch zuséatzlich VCA-IgM-Antikérper auf niedrigem Titerni-
veau. Im Fall 53 erhéartete eine Lymphozytose von 67% der Gesamtleukozyten und eine
Verdopplung der Transaminasen den Verdacht einer Priméarinfektion. 3 Wochen spater
konnte die frische Infektion durch den Nachweis der IgG-Serokonversion im ELISA

(DiaSorin) bestatigt werden. Nach weiteren 4 Monaten konnten im Verlauf EBNA1-1gG-

Antikérper nachgewiesen werden.

Die Proben 103 und 122 waren nicht so eindeutig. Im Fall 103 waren die IgG-Nachweise
sowohl im Viramed- als auch im Virotech-Test negativ. In den IgM-Blots waren jeweils nur
VCA p18-Antikérper nachweisbar. Das ELISA-Profil zeigte mitteltitrige VCA-IgM- und
grenzwertige EA-D-IgG-Antikérper bei gleichzeitig negativem VCA- und EBNA1-lIgG-
Nachweis. In den Virotech-Immunoblots waren in der IgG- als auch in der IgM-Analyse die
VCA gp125-Banden knapp unter dem Cut off sichtbar, welche den Verdacht auf eine fri-
sche Infektion erhérteten. Bei Auswertung der Probe 122 lieferten die Immunoblots beider
Hersteller eine unterschiedliche Performance. Es handelte sich um eine 3 Jahre junge

Patientin mit einer Lymphknotenvergré3erung, die 9 Monate zuvor fir EBV seronegativ
getestet wurde. Die grenzwertig in den ELISA-Suchtesten nachweisbaren VCA-IgM- als
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auch EA-D-lgG-Antikérper konnten bei Abwesenheit von VCA-IgG und EBNA1-IgG als ein
Indiz fir eine Priméarinfektion gewertet werden. Der Virotech-lgG-Immunoblot war negativ
und in der zugehdrigen IgM-Analyse zeigte sich die VCA p18-Bande in einer starkeren
Intensitéat als die VCA gp125-Bande. Es bestand somit V. a. eine Primarinfektion. Anders
das Bild im Vergleichstest von Viramed. In der IgM-Analyse zeigte sich hier lediglich ein
VCA p18-Nachweis. Im EBV ViraStripe IgG konnten eine starke VCA p18- und eine EA-D-
Bande detektiert werden. Laut Bewertungskriterien der Fa. Viramed ware der Nachweis
einer starken VCA p18-lgG-Bande bereits als Hinweis auf eine abgelaufene Infektion zu
werten [161]. Ein Verlaufsserum, das hatte Klarung bringen kénnen, wurde nicht einge-
sandt. Da Verlaufsuntersuchungen bei Féllen mit dieser Konstellation in der Routinediag-
nostik des Labors Primérinfektionen bestatigt haben, wurden die Seren mit isoliert starken
VCA p18-lgG-Nachweisen (EA-D-IgG unbertcksichtigt) und positivem VCA p18-IgM-
Befund immer den unklaren Konstellationen zugeordnet.

4 weitere Proben (Fall 121, 128, 135, 138) wurden aufgrund der Antikdrperreaktionsmus-

ter in beiden kommerziellen Immunoblots der Gruppe 16 mit Verdacht auf eine zuricklie-
gende Infektion zugeordnet. Das Patientenalter lag hier zwischen 11 und 29 Jahren. Alle
diese Seren waren in den IgM-Testen negativ. 3 Proben hatten in beiden IgG-Immuno-
blots ein positives Testergebnis mit Uberwiegen der VCA gp125-Antwort bei den VCA-
Antikérpern. In einem Fall waren die Banden der VCA p18- und VCA gp125-IgG-
Antikérper gleich stark. In den ELISA-Suchtesten fanden sich grenzwertige bis mitteltitrige
VCA-IgG-Antikérper. EBNA1-1gG- und VCA-IgM-Antikérper waren nicht reaktiv. Bei Probe
121 konnten zusatzlich mitteltitrig EA-D-1gG-Antikdrper detektiert werden. Die Probe 128
wurde nach 6 Monaten nochmals im EBV ViraStripe (Viramed) untersucht. EBNA1-IgG-
Antikérper konnten erneut nicht nachgewiesen werden. Daflrr gab es einen Switch beim
Bandenverhéltnis der VCA-IgG-Antikdrper zueinander. Es lag nun ein Uberwiegen der
VCA p18-1gG-Antwort vor, welche man gewdhnlich bei langer zuriickliegenden Infektionen
findet. Zu dem Serum 121 der Studie gab es im LIS einen Monat zuvor bereits eine Vor-
untersuchung auf EBV mit fast identischen Titern in den Suchtesten der VCA- und EA-D-
lgG-Antikérper. EBNA1-IgG- und VCA-IgM-Antikdrper waren negativ. Passend zu den
gleich starken Banden der VCA-IgG-Antikérper (VCA gp125 = VCA p18) lag die Infektion
aufgrund des Vorbefundes mindestens einige Wochen zurlick. Nach mehr als 7 Monaten
wurde nochmals ein Kontrollserum von der 18-jahrigen Patientin eingesandt, in dem EB-
NA1-lgG-Antikérper im EBV ViraStripe (Viramed) nachgewiesen werden konnten.

7 von den 25 Seren, die mittels Virotech-Test zunachst als unklar eingruppiert wurden,
konnten mit dem Viramed-Test nach dem festgelegten Interpretationsschema klar den
frischen Infektionen zugeordnet werden (siehe Tabelle 7.3). Die differenzierte Betrachtung
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zeigte, dass die Einteilung in die Gruppe 14 mit Verdacht auf eine frische Infektion der
Proben 6, 43, 50 und 107 aufgrund der Virotechbewertung sich von der Viramedbeur-

teilung (Gruppe 1) lediglich aufgrund des IgG-Nachweises unterschied. Der IgG-Immuno-
blot der Fa. Virotech fiel bei allen 4 Proben negativ aus, wahrend im Viramed-Test bereits
VCA gp125-1gG oder im Fall 107 zumindest EA-D-IgG detektiert wurde und damit ein un-
spezifischer oder kreuzreagierender IgM-Nachweis ausgeschlossen werden konnte. Die
IgM-Immunoblots waren bei beiden Herstellern deutlich positiv. Es wurden in allen 4 Pro-
ben VCA gp125-IgM-Antikérper entweder isoliert oder in Kombination mit VCA p18-IgM-
und oder EA-D-IgM-Antikérpern nachgewiesen. Im Fall 6 konnte der Verdacht auf eine
Primarinfektion durch eine Lymphozytose von 59% der Gesamtleukozyten und eine deut-
liche Transaminasenerhdhung gestitzt werden. In einer Verlaufskontrolle nach 2 Wochen
bestatigte sich bei Probe 107 die frische EBV-Infektion durch den Nachweis der IgG- und
IgM-Serokonversion in den ELISA-Testen. In der Vorprobe war in den Suchtesten ledig-
lich eine EA-D-IgG-Reaktivitat aufgezeigt worden.

Im Fall 51 eines 11-jahrigen Patienten zeigten die Viramed-Teste mit Reaktivitdt gegen
VCA gp125 und EA-D (Frihmarker) im IgG- als auch im IgM-Immunoblot eindeutig das
Bild einer frischen EBV-Infektion. Die ELISA-Suchteste ergaben negative Resultate far
VCA-IgG/IgM und EBNAT1-IgG. Lediglich der Nachweis von EA-D-IgG im Screeningtest,
welcher haufig in Diagnostikablaufschemen nicht mehr als Suchtest empfohlen wird, wies
auf eine mogliche Primarinfektion hin. W&hrend der EBV IgM Line Immunoblot der Fa.
Virotech mit deutlichen Banden gegen VCA gp125, VCA p18 und auch EA-D bei Probe 51
das Bild einer Primérinfektion zeigte, erbrachte der zugehdrige 1gG-Test ein unklares Bild.
In der IgG-Analyse fand sich zusétzlich zu den Frihmarkern VCA gp125- und EA-D-IgG
eine EBNA1-1gG-Bande, die mit einer Intensitat eindeutig Gber dem Cut off als positiv zu
bewerten war. Laut Arbeitsanleitung des EBV IgG Line Immunoblot der Fa. Virotech, gilt
der Nachweis von EBNA1-IgG als zentraler Marker fiir eine abgelaufene Infektion [150],
dadurch kénnte hier falschlicherweise eine zurlckliegende Infektion angenommen wer-
den. Im Rahmen der Studie wurden Seren mit EBNA1-IgG-Reaktivitat im Immunoblot,
aber sonst typischer Bandenkonstellation einer frischen EBV-Infektion, immer den unkla-
ren Seren zugeordnet. Hier misste in der Praxis bei nicht eindeutiger Klinik die Untersu-
chung der Titerkinetik in einer Verlaufskontrolle den Verdacht bestéatigen.

Das Serum 238 einer 34-jahrigen Patientin bereitete ahnliche Probleme. Im ELISA-
Testprofil wurden niedrigtitirig VCA-IgM und VCA-IgG, sowie hdhertitirig EA-D-IgG und
oberhalb der Messgrenze EBNA1-1gG nachgewiesen. Der durchgefiihrte Test auf hetero-
phile Antikérper ergab einen positiven Befund. Deutlich erhéhte Werte wiesen auch die
Transaminasen und die Laktat-Dehydrogenase auf. Mittels EBV ViraStripe der
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Fa. Viramed zeigte sich sowohl in der IgG-Analyse mit Nachweis der Frihmarker
VCA gp125-1gG und EA-D-IgG, als auch im IgM-Test durch den Nachweis beider VCA-
Antikérper, das klassische Bild einer EBV-Primérinfektion. In den Virotech-Blots wurde
zusatzlich zu den eben genannten Banden eine starke EBNA1-IgG-Bande detektiert. Eine
CMV-Primérinfektion konnte durch Nachweis hochtitriger IgG-Antikérper bei negativem
IgM-Befund ausgeschlossen werden. In Zusammenschau der Befunde ist bei Probe 238
eine atypisch frihe Mitreaktion der EBNA1-IgG-Antikdrper sowohl im ELISA (DiaSorin) als
auch im IgG-Immunoblot der Fa. Virotech bei EBV-Primarinfektion zu vermuten.

Im Fall 57 einer 14-jahrigen Patientin mit Transaminasenerhéhung, einer Lymphozytose
von 72% der Gesamtleukozyten und einer erhdhten Laktat-Dehydrogenase fanden sich in
den ELISA-Suchtesten hochtitrig VCA-IgM, héhertitrig VCA-IgG und in mittlerer Titerhéhe
EA-D-1gG bei negativem EBNA1-IgG-Test. In beiden kommerziellen Immunoblots lieBen
sich in der IgM-Analyse positive Banden gegen VCA p18 und EA-D feststellen. In den
lgG-Testen zeigten sich Reaktivitdten gegen VCA p18, VCAgp125 und EA-D. Im
EBV ViraStripe IgG lag ein Uberwiegen der VCA gp125- gegeniiber VCA p18-Antwort vor.
Das Serum wurde daher zum Serostatus ,frisch” in die Gruppe 4 eingeordnet. Das Viro-
tech-Ergebnis mit stérkerer VCA p18-IgG-Reaktivitat gegenliiber dem VCA gp125-1gG und
oben genanntem IgM-Befund gehérte zu den seltenen Konstellationen, fur die in der Stu-
die keine extra Einteilung in eine Serogruppe vorgenommen wurde. Da der IgM-Befund
deutlich positiv ausfiel, musste nach den Interpretationskriterien der Fa. Virotech auch mit
diesem Test der Verdacht auf eine Primarinfektion ausgesprochen werden [150], auch
wenn hier eine stérkere VCA p18-lgG-Bande einen mdglicherweise bereits etwas zuriick-
liegenden Zeitpunkt vermuten lassen kdnnte. Eine Kontrolluntersuchung wurde nicht ein-
gesandt.

Bei der Probe 82 zeigten beide kommerzielle Immunoblots ein fast einheitliches Bild einer
vermutlich kirzlichen EBV-Priméarinfektion mit schon schwachem EBNA1-IgG-Nachweis.
Im Viramed-lgG-Test waren die VCA-IgG-Banden gleich stark, sodass eine Zuordnung
zur Serogruppe 12 erfolgte. Im Virotech-IgG-Test lag ein Uberwiegen der VCA gp125-
Reaktivitat vor, wéhrend im IgM-Test die Intensitdt der VCA p18-Bande gréBer als die
gegen VCA gp125 war. Diese Konstellation trat selten auf, sodass in der Studie keine
Einteilung in eine separate Serogruppe erfolgte. Der schwache EBNA1-IgG-Nachweis in
Kombination mit VCA p18-1gG lasst hier am ehesten einen erst kirzlich zurlckliegenden
Infektionszeitpunkt vermuten. Insgesamt reagierten beide Teste in diesem Fall &hnlich.

Die Probe 155 wurde zwar mit dem Interpretationsschema der Studie mittels der Virotech-
Teste zunachst zu der Serogruppe 15 zugeordnet, in welcher aufgrund der lberwiegen-
den VCA gp125-1gG-Antwort bei im IgM-Immunoblot auch typischer Konstellation einer
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frischen Infektion, eine atypisch frihe EBNA1-IgG-Reaktivitdt nicht ausgeschlossen
schien. In dem ELISA- und CLIA-Testprofil zeigten sich lediglich eine positive Reaktivitat
der VCA-IgG-Antikérper als auch ein grenzwertiges EBNA1-19G-Ergebnis. Da im fur die
IgM-Analyse sehr sensitiv eingestellten CLIA kein VCA-IgM-Nachweis erfolgte und die
Intensitaten der EBNA1- als auch der VCA-Antikérper im IgG-Test sehr stark waren, wir-
de dieses Serum mittels Virotech-Immunoblot eher als kirzlich zurlickliegende Infektion,

wie auch mit dem Viramed-Test erfolgt, eingeordnet werden.

Tabelle 7.3: Ubersicht zu den Ergebnissen des ELISA-Suchprofils (DiaSorin) und der
beiden kommerziellen EBV-Immunoblots mit Angabe der relativen Scanintensitaten von
11 Seren, welche nur mit dem EBV IgG/IgM Line Immunoblot (Virotech) dem Serostatus
,unklar“ zugeordnet wurden.
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Das Serum 243 eines 42-jahrigen Patienten wurde im EBV ViraStripe IgG und -IgM nega-
tiv fir EBV getestet. Das ELISA-Suchprofil ergab fiir alle 4 getesteten Antikérper ein ne-
gatives Ergebnis. Wahrend der EBV Line Immunoblot von der Fa. Virotech fur die IgM-
Analyse ebenfalls negativ ausfiel, farbte sich im zugehdrigen IgG-Test eine starke EB-
NA1-lgG-Bande an. Da die VCA-Antikérper der Klasse IgG als Durchseuchungsmarker
nicht nachweisbar waren, lag in Zusammenschau aller Befunde eine unspezifische EB-
NA1-lgG-Reaktivitat im Virotech-Test nahe.

6 Seren (Nr. 127, 137, 146, 156, 239 und 270), die mit den Viramed-Testen als ,zurlck-
liegend“ eingeordnet und mit dem Vergleichstest zunachst als ,unklar®, wurden bereits im

vorherigen Abschnitt der Diskrepanzen des Serostatus ,zurlickliegend” beschrieben (sie-
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he Tabelle 7.1, Seite 109).

Weiter erfolgte die differenzierte Betrachtung der 21 Seren, welche mit dem EBV Vira-
Stripe 1gG/IgM (Viramed) zunachst in den Serostatus ,unklar” eingeordnet wurden (siehe
Tabelle 7.4). Die 8 Falle, welche in beiden kommerziellen Testen den Serostatus ,unklar®
erhielten, sind bereits zuvor ausfuhrlich besprochen worden (siehe Tabelle 7.2).

3 Seren (Nr. 104, 134, 136) erhielten im Gegensatz zum negativen Ergebnis mittels der

Virotech-Teste eine unklare Bewertung im Vergleichstest von Viramed. Die Seren Nr. 104
und Nr. 134 wiesen im Vergleich zu den negativen Virotech-Testen, lediglich eine EA-D-
Bande im IgG-Immunoblot der Fa. Viramed auf. Passend dazu fand sich jeweils ein
grenzwertiger EA-D-Nachweis im Suchtest. Bei fehlendem Nachweis von VCA-
Antikdrpern war eine unspezifische Reaktivitdt nicht auszuschlieBen. Im Fall 136 wurde
lediglich eine fragliche VCA p18-IgM-Bande in der Viramed-Analyse bei auch reaktivem
VCA-IgM im ELISA detektiert. Zu diesem Serum gab es im LIS einen Monat zuvor einen
Vorbefund mit ebenfalls isoliertem IgM-Nachweis. Es handelte sich hier um eine unspezi-
fische Reaktion.

Tabelle 7.4: Ubersicht zu den Ergebnissen des ELISA-Suchprofils (DiaSorin) und der
beiden kommerziellen EBV-Immunoblots mit Angabe der relativen Scanintensitaten von
13 Seren, welche nur mit dem EBV ViraStripe IgG/IgM (Viramed) dem Serostatus ,unklar®
zugeordnet wurden.
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Der Fall 49 wurde aufgrund des festgelegten Interpretationsschemas anhand der Viro-
tech-Ergebnisse der Serogruppe 11 einer kirzlichen bzw. kirzlich zurtickliegenden Infek-
tion zugeteilt. Es zeigte sich in diesem Test eine EBNA1-IgG-negative Probe mit deut-
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lichen Banden gegen VCA p18, VCA gp125 und EA-D im IgG- und IgM-Immunoblot. In
der IgG-Analyse Uberwog die VCA p18-Reaktivitat gegentiber der von VCA gp125, so-
dass man den Eindruck erhielt, die Infektion ist nicht im ganz frihen Stadium erfasst wor-
den. Laut Interpretationskriterien der Fa. Virotech soll VCA p18-IgG nicht als Spatmarker
bewertet werden, wenn in der IgM-Analyse der Hinweis auf eine Priméarinfektion besteht
[150]. In den Screeningtesten der Routinediagnostik lieBen sich bei dem 17-jahrigen Pati-
enten héhertitrig VCA-IgM, VCA-IgG und EA-D-IgG bei negativem Ergebnis fur EBNA1-
IgG nachweisen. Im Vergleichstest von Viramed fand sich in der IgG-Analyse neben star-
ken Banden der VCA-Antikdrper mit Uberwiegen der VCA gp125-Antwort, einer starken
EA-D-Bande auch eine schwache, aber tUber dem Cut off liegende EBNA1-Bande. Im
IgM-Blot zeigte sich in diesem Test das Bild einer Primérinfektion. Die Gebrauchsanwei-
sung des Viramed-Testes weist bei einer schwachen EBNA1-lgG-Bande darauf hin, dass
eine zusatzliche starke VCA p18-IgG-Bande auf eine abgelaufene Infektion hinweist, in
Kombination mit VCA gp125-IgM jedoch eine Primarinfektion wahrscheinlich ist [161]. In
diesem Fall war beides vorhanden, sodass eine sichere Zuordnung nicht erfolgte. Eine
Verlaufskontrolle, die hatte Klarung bringen kénnen, wurde nicht eingesandt. Vermutlich
handelte es sich um eine nicht mehr ganz frische Primarinfektion.

9 Proben (Nr. 29, 31, 41, 46, 56, 70, 89, 101, 131), die mit den EBV Line-Immunoblots
von Virotech klar dem Serostatus ,frisch® zugeordnet werden konnten, wurden im Einzel-

nen betrachtet. Auffallig war hier der hohe Anteil von 6 Seren mit dem Verdacht auf ein
atypisch frih nachweisbares EBNA1-IgG bei frischer EBV-Infektion in der Viramed-IgG-
Analyse. Wie zuvor beschrieben, gibt es in der Testanleitung der Fa. Viramed lediglich
gesonderte Auswertekriterien fir schwache EBNA1-lgG-Banden. Die Seren 29, 41, 46
und 101 stammten von Patienten im Alter zwischen 13 und 16 Jahren. Alle Patienten
konnten mit den Immunoblots der Fa. Virotech aufgrund des Nachweises des Frihmar-
kers VCA gp125 im IgG-Test und deutlich positivem IgM-Befund (VCA gp125 und
VCA p18) als frische EBV-Infektion befundet werden. Zuséatzliche EA-D-Nachweise wer-
den an dieser Stelle nicht beschrieben, da sie in den vorliegenden Fallen nicht weiter aus-
schlaggebend zur Befundeinordnung waren. In allen 4 Proben wurden zu den zuvor be-
schriebenen Banden mit dem EBV ViraStripe IgG zuséatzlich schwache EBNA1-Banden
detektiert. Da in keinem Fall VCA p18-IgG nachweisbar war, wurden diese Proben der
Gruppe 15 mit Verdacht auf atypisch frihem EBNA1-Nachweis bei EBV-Primarinfektion
zugordnet. Im ELISA-Testprofil (DiaSorin) fand sich kein reaktives Ergebnis fir EBNA1-
IgG, wahrend die Konstellationen der Ubrigen Suchteste jeweils mit einer Primarinfektion
vereinbar waren. Bei den Seren 41 und 29 waren die Transaminasen erhéht. Eine Lym-
phozytose von 63% der Gesamtleukozyten konnte in Probe 41 als zusatzlicher Hinweis
auf eine Priméarinfektion dienen. Zum Fall 46 sind 3 Verlaufskontrollen ins Labor einge-
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sandt worden. Nach 3 Wochen war eine rucklaufige Tendenz der VCA-IgM- und EA-D-
lgG-Antikdrper in den ELISA-Testen zu erkennen, EBNA1-IgG wurde noch nicht nachge-
wiesen. Knappe 2 Monate nach der Erstuntersuchung waren dann erstmals schwach EB-
NA1-lgG-Antikérper im Suchtest als Bestatigung einer kirzlich zurtickliegenden Primérin-
fektion nachweisbar. Fast 3 Jahre spater wurde nochmals ein Serum fir eine EBV-
Untersuchung eingeschickt, der EBNA1-1gG-Antikérper-Titer lag nun oberhalb des Mess-
bereiches. In 2 weiteren Proben (Nr. 31 und 131) wurden mit den
EBV IgG/IgM Line Immunoblots (Virotech) klassische Antikdrperreaktionsmuster einer
frischen EBV-Infektion detektiert. In der IgM-Analyse fanden sich starke Banden beider
VCA-Antikérper und in Probe 31 auch zuséatzlich EA-D-IgM. Im IgG-Immunoblot wurde in
diesem Test jeweils nur der Frihmarker VCA gp125-IgG und im Fall 31 auch EA-D-IgG
nachgewiesen. In den Analysen der Viramed-Teste wurden zusatzlich zu den genannten
Banden in der Probe 31 eine sehr starke EBNA1-IgG-Bande (3-fach tber Cut off) und im
Serum 131 eine starke Reaktivitdt gegen EBNA1-IgG im EBV ViraStripe IgG (Viramed)
sichtbar. Im Serum 131 waren die Transaminasen deutlich erhéht. Die Ergebnisse dieser
beider Seren zeigten, dass trotz Nachweises einer starken EBNA1-lgG-Bande im
EBV ViraStripe IgG Primarinfektionen vorliegen kénnen.

Die Probe 89 reagierte in beiden kommerziellen Testen &hnlich. Es handelte sich hier um
den Nachweis einer Serokonversion einer 10 Tage zuvor noch seronegativen Probe. Der
EBV ViraStripe IgG wurde mit negativ bewertet, weil sich lediglich dezente Banden weit
unter dem Cut off anfarbten. Die IgM-Analyse war in beiden kommerziellen Immunoblots
mit Nachweis von 3 Banden deutlich reaktiv. Mittels Virotech-lgG-Immunoblot konnte be-
reits EA-D-IgG detektiert werden, sodass eine Zuordnung zum Serostatus ,frisch® in
Gruppe 1 erfolgte. Bei isoliert positivem IgM-Blot der Fa. Viramed bestand auch hier der
Verdacht auf eine Primérinfektion (Gruppe 14). Bei der Probe 56 einer 7-jahrigen Patientin
waren in beiden kommerziellen IgG-Immunoblots die VCA gp125- und EA-D-Banden posi-
tiv. Der IgM-Test von Viramed erhielt eine negative Bewertung. Hingegen konnte mit dem
Virotech-Test ein positiver IgM-Befund mit einer VCA p18- und einer EA-D-Reaktivitat
erhoben werden. Es erfolgte daraufhin die Zuordnung zum Serostatus ,frisch“. Bei isolier-
ter VCA gp125-1gG-Reaktivitat im Vergleichstest von Viramed konnte lediglich der Ver-
dacht auf eine frische Infektion ausgesprochen werden.

Die Probe 70 wurde als eine Verlaufskontrolle ins Labor gesandt. Gute 2 Monate zuvor
war die 29-jahrige Patientin noch seronegativ flir EBV getestet. 8 Tage spater kam eine
erste Kontrollprobe ins Labor. Im ELISA-Suchprofil konnten grenzwertig VCA-IgG- und
-lgM-Antikérper als auch hochtitrig EA-D-IgG-Antikérper nachgewiesen werden. Die
Transaminasen waren weit Uber das 10-fache der Normwerte erhéht und es lag eine
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Lymphozytose von 66% der Gesamtleukozyten vor. Im EBV ViraStripe IgG fand sich eine
untypische Bandenkonstellation mit VCA p18- und EA-D-IgG. Der Frihmarker
VCA gp125-1gG war nicht nachweisbar. Im IgM-Befund waren beide VCA-Antikdrper posi-
tiv. Das im Rahmen der Studie einen Monat spater eingeschickte Kontrollserum zeigte im
Viramed-Test in der IgG-Analyse ein Uberwiegen der VCA p18-Antwort gegeniiber
VCA gp125, als auch eine positive EA-D-Bande. Im EBV ViraStripe IgM war lediglich noch
VCA p18-IgM nachweisbar. In dem IgG-Line Assay von der Fa. Virotech zeigte sich in
dem Serum einen Monat nach der Serokonversion noch ein Bild einer frischen Primérin-
fektion mit einer VCA gp125- und EA-D-lgG-Bande. VCA p18-IgG war hier noch nicht
nachweisbar. Im IgM-Test ergab der Nachweis einer VCA p18- und EA-D-Bande einen
positiven Befund. Im ELISA-Suchprofil wurden héhertitirig VCA- und EA-D-IgG-Antikdrper
als auch hochtitrig VCA-IgM-Antikérper detektiert. Ungewdhnlich frih in diesem Verlauf
war der VCA p18-IgG-Nachweis auf dem EBV ViraStripe bereits 8 Tage nach Nachweis

einer Serokonversion.
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