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Abklrzungen

A.

Ak
ELISA
EKG
HHT
JLU
KBR
PBS

PCR
RNA

Abkirzungen

Antikdrper

Enzyme linked immuno sorbent assay
Elektrokardiogramm
Hamaglutinationshemmtest
Justus-Liebig-Universitat Giel3en
Komplementbindungsreaktion
Phosphat-gepufferte physiologische Kochssurlg
(phosphate buffered saline)
Polymerasekettenreaktion
Ribonukleinsaure

Neutralisationstest

Ultraviolett

zitiert nach



Verwendete Materialien

B.

Verwendete Materialien

Waschapparat fur Mikrotiterplatten der Firma SORIN

Photometer flr Mikrotiterplatten der Firma Behrii@ghring ELISA Prozessor)

invitro:

mit Coxsackie Virus Antigen (Typ B5, hitzeinakgvt) beschichtete Mikroteststreifen mit
je 8 Vertiefungen

Coxsackie Virus IgM-positive Kontrolle, human bgauchsfertig, enthalt 0,1 % Natriuma-
zid

Coxsackie Virus IgM-negative Kontrolle, humanbgrichsfertig, enthalt 0,1 % Natriuma-
zid

Coxsackie Virus IgA-positive Kontrolle, human bgauchsfertig, enthalt 0,1 % Natriuma-
zid

Coxsackie Virus IgA-negative Kontrolle, humanbgrichsfertig, enthalt 0,1 % Natriuma-
zid

Anti-Human-IgM von der Ziege, Enzym-konjugier@aLx konzentriert, enthalt 0,02 %
Thimerosal

Phosphat-gepufferte physiologische Kochsalzlégphgsphate buffered saline - PBS) mit
Tween 20 fir 1000 ml deionisiertes Wasser

Additiv (Phenolrot-Losung)

Tetramethylbenzidin (Substrat flr ELISAs, gebtasiertig)

1 M Schwefelsaure (Stopplésung fur ELISAS)

gebrauchsfertige Reaktionsbehélter mit ProteiMdEadsorptionslésung zur Entfernung
von 1gG-Ak

Virofem:

Mikrotiterplatten
gebrauchsfertige Negativkontrolle
gebrauchsfertige Positivkontrollen fur IgA undg

gebrauchsfertige IgA- und IgM-Konjugate



Verwendete Materialien

Chromogen- und Substratldsung, kurz vor Gebrdutlzu mischen, enthalt Tetramethyl-
benzidin

gebrauchsfertige Stopplésung, 1 M Schwefelséaure

Phosphat-gepufferte physiologische Kochsalzloge®S5) alsVaschlosung
gebrauchsfertige Reaktionsbehélter mit ProteiMdEadsorptionslésung zur Entfernung
von IgG-Ak (identisch mit invitro, keine Angabe dérma Uber genaue Zusammenset-

zung)

Virotech:

Testsstreifen mit je 8 Vertiefungen

PBS, pH 7,2, mit Tween 20 und Merthiolat

gebrauchsfertige menschliche Kontrollseren, nedat anti-Enterovius-IgM bzw. -IgA,
stabilisiert mit Merthiolat

gebrauchsfertige IgM- und IgA-Grenzwert (,cut<gpfKontrollen, stabilisiert mit Merthio-
lat

gebrauchsfertige menschliche Kontrollseren, pogit anti-Enterovius-IgM bzw. -IgA,
stabilisiert mit Merthiolat

Anti-human-IgM und -IgA vom Schaf, mit Meerretii®®eroxidase konjugiert
Tetramethylbenzidin (Substrat flr ELISAS, gebtesifertig)

Citrat-Stopplésung

-RF-SorboTech” (gebrauchsfertige Losung zur Emtf@g von IgG-Ak, besteht aus anti-

human 1gG von der Ziege)



Einleitung

1. Einleitung

1.1. Die Enteroviren

1.1.1. Klassifizierung

Die Enteroviren sind ein Genus in der Familie depfaviridae. Neben den Enteroviren gibt
es noch zwei weitere Genera von menschenpathog&nemaviren, die Rhinoviren und die
Hepatoviren. Auch das in Ausnahmefallen menschéogane Maul- und Klauenseuchevirus
gehdort zur Familie der Picornaviren. Die ikosaetiren Picornaviren haben einen Durchmes-
ser von ungefahr 30 nm und enthalten als Genom(ejr8trang RNA. Die RNA ist von ei-
nem spharischen Kapsid aus 60 identischen Untezieémh) die aus je 4 Proteinen aufgebaut
sind, umgeben. (02Doe).

Die Enteroviren unterteilt man in Polioviren (3 &gpen), Coxsackie A Viren (23 Seroty-
pen), Coxsackie B Viren (6 Serotypen), Echovire® $2rotypen) und Enteroviren (4 Seroty-
pen). Einige der friiher zu den Enteroviren gere@m&erotypen wurden reklassifiziert und
werden jetzt als eigene Genera gefuhrt (02Doe).Higoatitis-A-Virus, zeitweise ebenfalls zu
den Enteroviren gerechnet (Enterovirus 72), wirdtéém Genus Hepatovirus gefuhrt (O1Fie,
02Doe). Es wird auch an einem neuen Klassifikasonema fur Picornaviren gearbeitet, in
dem das Genus Enteroviren in Polioviren, Humanei@riren A-D, Rinder Enteroviren und
Schweine Enteroviren A-B unterteilt wird (O1Fie)ieDSerotypen der Enteroviren kdnnen
immunologisch durch Neutralisation (Blockierung tlgektiositat) mit spezifischen Antikor-
pern unterschieden werden, die nur auf das honsmtypi Virus, also das Virus des gleichen
Serotyps, wirken.

Das Poliovirus war das erste identifizierte Entéxwes: Die Entdeckung und Einteilung der
Coxsackie- und Echoviren war ein Nebenprodukt adiorschung.

Enteroviren sind weltweit verbreitet und verursacketne Vielzahl von Erkrankungen, die
unter 1.1.4. ndher behandelt werden. Die Entenowirerden durch UV-Licht und Formalde-
hyd (0,3 %) inaktiviert. Bei Temperaturen von 50 W€rden die Viren schnell zerstort, aber
sie kénnen tiefgefroren mehrere Jahre infektiosbble Als nicht lipidumhdllte (,nackte®)
Viren sind sie resistent gegen lipidlosende Mited z.B. Ether und generell in extrazellula-
rem Milieu relativ stabil. Auch bei Kontakt mit S&m konnen Enteroviren intakt bleiben,
was erklart, warum die Infektiositat der Enteromiren Gegensatz zu derjenigen der saurela-

bilen Rhinoviren, die Magenpassage lbersteht (020b€e).
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1.1.2. Antigencharakteristik

Viren kdnnen durch ihre Proteine eine spezifischemunantwort induzieren. Die verschiede-
nen Serotypen der Enteroviren unterscheiden sicbhdilire Antigenstruktur. Es gibt sero-
typspezifische und gruppenspezifische Epitope. @m&n Antikorper, die gegen einen Sero-
typ gebildet worden sind, einen anderen Serotyptdinden, wenn diese Antikorper gegen
serotypspezifische Antigenstrukturen gebildet wardend nicht gegen kreuzreagierende,
gruppenspezifische Antigenstrukturen. Bei mehré&tsteroviren sind kreuzreagierende Anti-
genstrukturen bekannt, unter anderem zwischen Chiesarus A3 und A8, A1l und A15
oder Echovirus 1 und 8 (01Fiduch innerhalb eines Serotyps kdnnen antigene Scitexde
zwischen unterschiedlichen Isolaten vorkommen, auddMutationen zurtickzufiihren ist. Bei
RNA-Viren ist die Mutationsfrequenz sehr hoch, ddARPolymerasen keine Fehlerkorrektur
haben (02Doe). Durch eine Mutation kann ein Haapist (Prime Strain) entstehen, der sich
durch Antikérper, die gegen den urspringlichen &taglen so genannten Prototyp, gebildet
wurden, nur schlecht neutralisieren a3t. Die Adrider, die gegen den Hauptstamm gebildet
werden, neutralisieren aber den Prototyp. Diejanigpitope des Prototypstammes, die kom-
plementbindende Antikdrper induzieren, kreuzreagieimmer auch mit denen des Haupt-
stamms. Entsprechende Mutationen kénnen also aitiind dieser Antigene des Prototyps

unterschieden werden (01Fie).

1.1.3. Pathogenese und Pathologie

Eintrittspforte einer Enterovirusinfektion sind der Regel die Schleimhaute von Mund, Au-
gen oder des Respirationstraktes, weil Entero\haptsachlich durch fakal-orale Schmierin-
fektion Ubertragen werden, manchmal auch mit Rachéer Konjunktivalsekret.

Infektionen mit Enteroviren treten in den gemafigidimazonen hauptsachlich in den Som-
mermonaten, in tropischen Zonen ganzjahrig aufdiije Hygienestandards beglnstigen die
Verbreitung von Enteroviren in einer Population2, 01Fie, 94Sch). Die Inkubationszeit
liegt normalerweise zwischen 7 und 14 Tagen, kdrer an Einzelfallen auch 2 bis 35 Tage
betragen (02Doe, 01Fie, 94Sch). Bei Versuchen itvotavar fur die Infektion einer Zelle
eine grofRe Anzahl an physikalischen ViruspartiKel 60-100) notwendig. Nach Adsorption
(Anheften des Virus an entsprechende, spezifisaeeRoren der Zelle), Penetration (Auf-
nahme des Virus in die Zelle) und Uncoating (Fteese des Virusgenoms aus dem Kapsid),
verlauft die Produktion neuer Partikel sehr sch@lLur z.n. 80Woo, 02Doe). Am Ende ei-

nes Zyklus kénnen in einer infizierten Zelle bisI-10° neue Viren entstehen (02Doe). Im
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Organismus vermehren sich die Enteroviren zu Begarmutlich im lymphatischen Gewebe
des Pharynx und des Darms. Es kann zu einer ,kieieamie kommen mit Absiedlung der
Viren in das Retikulo-endotheliale System und diglafgane. Spater kann es zu einer ,gro-
Ren” Viramie kommen (01Fie). Die Enteroviren kond@nmehrere Wochen mit dem Stuhl
ausgeschieden werden und sind in den ersten TaggnBeginn der Symptome in Pharynx-
sekreten nachweisbar. Oft wird durch die Vermehraiges Serotyps der Enteroviren die
Vermehrung eines gleichzeitig vorhandenen anddrete(ologen) Serotyps gehemmt, was als

Interferenz bezeichnet wird (02Doe).

1.1.4. Erkrankungen

1.1.4.1. Allgemein

Zwischen 90 und 95 % der Infektionen durch Entesviverlaufen subklinisch. Die durch
Coxsackie A Viren und Echoviren ausldsten Kranldzeitchen sind bei Kindern im Allge-
meinen schwacher als bei Erwachsenen. CoxsackiguBikfektionen verlaufen bei Kindern
hingegen héaufig besonders stark(02Doe).

Enteroviren kdnnen eine Vielzahl von Symptomen benfen, die von Meningitis Uber A-
temwegserkrankungen und Konjuntivitis bis hin zudiaen Erkrankungen mit Beteiligung
des Endo-, Peri- und Myokards reichen. Enterovsem auch fir ein Krankheitsbild bei
Neugeborenen verantwortlich, bei dem es durch Sanuifektion von Herz, Leber, Neben-
nieren, Gehirn und anderen Organen zu einem schw@enkheitsverlauf mit hoher Letalitat
kommen kann (94Ray).

Obwohl manche Enterovirusserotypen haufiger futilmeste Syndrome verantwortlich sind,
ist es grundsatzlich moglich, dafd alle klinischgmmftome des Enterovirusspektrums von

verschiedenen bis allen Enterovirusserotypen agsgelerden konnen (01Fie).

1.1.4.2. Myokarditis

Die Myokarditis ist eine umschriebene oder diffesgzindliche Erkrankung des Herzmus-
kels, die verschiedene Ursachen haben kann. Sie ikahaufe eines rheumatischen Fiebers
(autoimmunologischer Prozel3 nach Infektion mit @tkokken der Gruppe A) oder einer
Sarkoidose (Entztindung des Herzmuskels mit Grarehndmorkommen. Desweiteren gibt es
idiopathische, allergische, para- und postinfektitt/okarditiden. Eine virale Infektion kann

eine para- oder postinfektiose Myokarditis verungac Sie kann beim Menschen nach Infek-

tionen mit vielen verschiedenen Viren auftretere wiB. Influenza-Viren der Gruppen A und

10
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B, Mumps- und Rotelnviren, Herpes- und Adenovi@hA Viren dominieren hierbei. Am
haufigsten werden Viren aus der Familie der Picarea als Ursache einer viralen Myokardi-
tis gefunden (80Wo00).

Bei Versuchen zur Aufklarung der Pathogenese evitegyerursachter Myokarditiden zeigte
sich im Tierversuch eine Zerstérung der Wirtszdilekt durch das Virus, welches die Zelle
im Rahmen seiner Vermehrung zerstért. Bei Infeldiomit bestimmten Stammen des Cox-
sackie B3 Virus scheinen durch T-Zellen ausgelégtetoxische Effekte im Rahmen einer
Autoimmunreaktion eine Rolle zu spielen, was alwahmicht sicher bewiesen ist (01Fie).

In zunehmendem Mal3e wurden Coxsackie B Viren akathre bei primaren Myokarder-
krankungen erkannt (02Doe), vor allem CoxsackievB@ (01Fie).

In einer Studie hatten von 259 Patienten mit Pedika, Myokarditis oder Pleurodynie 27 %
IgM Antikdrper gegen Coxsackieviren der Gruppe B (s B6) (73Sch). Bei Myokarditis
und Perikarditis werden neben Coxsackie B Virerhabeoxsackie A4, A14, A16 und Echovi-
ren 1,6, 9 und 19 mit einer kardialen Symptomasioaiiert (02Doe).

Bei Patienten mit kardialer Symptomatik war in eiS¢éudie in Neuseeland in der Altersgrup-
pe von 20 bis 39 Jahrigen haufiger eine Coxsackiers Infektion als Ursache der kardialen
Symptome festgestellt worden als in anderen Alterggen. Unter den Patienten mit nicht-
kardialer Symptomatik war der Prozentsatz der d@oRksackie B Virus Infektionen ausge-
l6sten Erkrankungen unter den 0- bis 19-jahrigerhéohsten (83Lau).

Bei drei Studien von Autopsien lag die Pravalenm vermutlich viraler Myokarditis zwi-
schen 2,3 % und 5,0 %. Die hierbei untersuchtefe Faéren 40000 aufeinander folgende
Autopsien unabh&ngig von der Todesursache (47@®oB2Wo0), Autopsien von 417 méann-
lichen Unfalltoten im jungen bis mittleren AlterQ@te z.n. 80Wo0) und von 214 Kindern, die
an einem gewaltsamen Tod verstorben waren (79Ba@@wWoo).

Aufgrund solcher Studien und klinischen Studien kardiovaskularen Symptomen wahrend
Enterovirusepidemien wird geschatzt, dald ungefa®s &iner durch Enteroviren infizierten
Population eine kardiale Beteiligung aufweisen (8@JV Man vermutet, dass 1,5 % der In-
fektionen durch Coxsackieviren und 3,2 % der CokigaB Virusinfektionen eine kardiale
Symptomatik zeigen (78Gri z.n. 01Fie).

Kdrperliche Anstrengung, Cortisoneinnahme, Alkolg&thwangerschaft und Unterern&hrung
konnen den Krankheitsverlauf unginstig beeinflusddanner scheinen haufiger betroffen
und bei ihnen scheinen die meisten dieser Faktscbmwerer ins Gewicht zu fallen als bei

Frauen (02Doe, 94Wyn). Im Tierexperiment wurde gaghiesen, dal} eine akute, gutartige

11
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Erkrankung durch Anstrengung in eine fortschreigenbdliche Erkrankung umgewandelt
werden kann (70Gat z.n. 80Wo00).

Bei Neugeborenen kommt es bei einer Coxsackie Bsififektion verglichen mit Kindern,
die alter sind als ein Jahr, relativ haufig zu eiMyokarditis (73Gea z.n. 80Wo00). Im
Anschluf3 an die Neugeborenenperiode ist es inrdbef Kindheit eher ungewoéhnlich, daf3
eine Infektion mit Coxsackieviren zu einer Myokaisliiihrt. Die Haufigkeit der Erkrankung
nach Infektion steigt wahrend der spaten Kindhed un der Pubertat wieder an. Am hdchsten
ist der Prozentsatz im Erwachsenenalter. Insgesemitdie meisten Patienten mit infektioser
Myokarditis mannlich (69Gri z.n. 80Woo0, 68Sai 80W00).

Die klinische Symptomatik der infektonsbedingtendWgrditis ist bei Neugeborenen meist
schwerer und ausgepragter als bei Erwachsenenianttahkheit verlauft in der Neugebore-
nenperiode nicht selten todlich. Die durchschuiitii Sterberate liegt in dieser Altersgruppe
bei bis zu 50 % (73Gea z.n. 80Wo00). Bei Infektiomeih Coxsackie B Viren kommt es bei
Neugeborenen nicht selten zu einer Multiorgankgteng, was zum Teil den schwereren Ver-
lauf erklaren kénnte (73Gea z.n. 80Woo0). Die Infaktbeginnt bei Neugeborenen oft mit
unspezifischen Symptomen wie Fieber, Tachykardéedeutlich verminderter Aktivitat. Spa-
ter kdbnnen Tachypnoe, Zyanose und rasch fortselmais Kreislaufversagen folgen. Auf
Rontgenbildern ist das Herz meist erst spat im Kmartsverlauf vergro3ert. Dann kdnnen
auch Arrhythmien und systolische Herzgerauscheetsft.

Ganz im Gegensatz dazu verlauft die virale Myokerdiei Jugendlichen und Erwachsenen
langsamer und ist nur in seltenen Fallen todli&dGar z.n. 80Woo, 74Lew z.n. 80W00).
Voraus gehen bei Jugendlichen und Erwachsenemfektionen der oberen Atemwege oder
gastrointestinale Beschwerden. Eine akute Herdlgeteg wird normalerweise frihestens
eine Woche spéater bemerkt und kann Symptome hefeorrdie fir eine Perikarditis, einen
Koronararterienverschlul3 oder fortschreitendes Wesagen sprechen (73Gar z.n. 80Woo,
74Lew z.n. 80Wo00). Die Myokarditis kann mit versstieénen anderen Symptomen wie Fie-
ber, Muskel- und Kopfschmerzen einhergehen, woicki die kardiale Beteiligung eventuell
nur aufgrund von EKG-Veranderungen feststellen Ig@Gar z.n. 80Woo, 74Lew z.n.
80Wo00). Hierbei konnen sich ST-Streckenverandemin@#Wyn), Uberleitungsstorungen
und abnormale Q-Wellen (68Sai z.n. 80Wo00) zeigentZzilem sollten EKG-Veréanderungen
vorsichtig interpretiert werden, denn sie kdnneohadurch die systemische Wirkung der In-
fektion zustande kommen und sind nicht notwendigesg Beweis einer kardialen Beteili-

gung. Am haufigsten klagen Myokarditispatienten riiBeustschmerz, obwohl Myokarditis

12
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ohne perikardiale Beteiligung auch schmerzlos kaim. Es kdnnen auch Tachykardien, Ar-
rhythmien, Herzgerausche, Herzreiben, HerzverguifggrPleuraerguld und erhéhte Blutsen-
kungsgeschwindigkeit auftreten. Der Tod durch Athihyien oder Herzversagen kann vor-
kommen, ist aber, wie bereits erwahnt ungewohnl@$Sai, 80Woo, 94Wyn). Eine virale
Myokarditis verlauft in der Regel selbstlimitieceind heilt ohne Folgeerscheinungen aus,
aber es kann in manchen Fallen dazu kommen, daékdte Form in einen chronischen Ver-
lauf Gbergeht (94Wyn).

Eine antivirale Therapie gegen die virale Myokasdit bisher nicht vorhanden. Die Therapie
bei viraler Myokarditis ist symptomatisch und ustétzend. Es sollte Bettruhe eingehalten
werden oder zumindest anstrengende Arbeit vermiagden (73Abe z.n. 80Woo0, 94Wyn).
Weiterhin sollte eine Therapie versuchen, Kompid@n zu verhindern oder diese zu be-
handeln. Patienten, die wahrend einer viralen Mydika eine Herzinsuffizienz entwickeln,
konnen mit den Ublichen Methoden (Digitalis, Diikat Salzrestriktion) behandelt werden
(94Wyn).

Der Nutzen von Glukokortikoiden bei einer viralerydkarditis ist umstritten. Die Anwen-
dung von Glukokortikoiden kann den Krankheitsverlaerschlimmern. Bei Tierversuchen
mit Verwendung von Glukokortikoiden in der Frihpbaier Infektion kam es zu einer Ver-
schlimmerung der Erkrankung. Aber eine kleine Geuppn Patienten mit Herzinsuffizienz
und Myokarditis konnte von der Immunsuppressiorcdwginen Rickgang der Entziindungs-

reaktion profitieren (94Wyn).

1.1.5. Diagnostik

Um eine Enterovirusinfektion zu diagnostizieremkaersucht werden, die Viren ohne Ver-
mehrung im Labor, also ,direkt” nachzuweisen z.BeiiAntigen-ELISA, Elektronenmikro-
skopie, Immunfluoreszenztest oder PCR. Die PCRelwath bei Beginn dieser Arbeit aller-
dings noch nicht als Routinediagnostik durchgeséizBer dem direkten Virusnachweis kann
auch ein Virusnachweis durch Verimpfen verdachtiBatientenmaterials (Blut, Liquor, Urin,
Stuhlproben, Abstriche von Rachen, Rektum und Kaktjuen (02Doe, 01Fie)) auf Zellkul-
turen durchgefuhrt werden, wodurch das Virus anhginds zytopathischen Effektes isoliert
und anschlie3end identifiziert wird, z.B. mit Hilf®n neutralisierenden Antikdrpern. Das
Virus kann im Rachenabstrich bis 15 Tage nach tidekund im Stuhl mindestens bis einen

Monat nach der Infektion nachgewiesen werden (02Doe

13
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Die Isolierung von Enteroviren ist oft relativ emch und schnell durchzufiihren. Die Typisie-
rung des Virus ist dagegen langwierig und teuemnvmonospezifische Hyperimmunseren
verwendet werden (01Fie). Jedoch wurde die Typisgdurch die Entwicklung von interna-
tional standardisierten Hyperimmunseren, die zu Kioations-Antisera-Pools kombiniert
wurden, deutlich vereinfacht (73Mel z.n. 01Fie).nviim und Benyesh-Melnick wurden 8
sogenannte LBM-Antiserumpools (Pools A-H) etablidrrch die ein unbekanntes Enterovi-
rus anhand von einem Neutralisationsschema ,sigrséhneidender Seren® (Intersecting-
Serum-Schema) typisiert werden kann. Das Virus wabei durch eine Tabelle anhand der
Antiserumpools, die es neutralisieren typisiei. Zoxsackievirus B3 wird durch Neutralisa-
tion mit den Serumpools C und G typisiert (02Dd&.ith z.n. 01Fie). Trotzdem ist auch die-
ses Verfahren so aufwendig, daf} es heute nicht fiiehdie Routinediagnostik empfohlen
wird, auch wenn der Virusnachweis mittels Zellkulionmer noch der Goldstandard ist. Ein
negatives Ergebnis eines Virusnachweisversuchgefthdine virale Ursache nicht aus, denn
es kann z. B. sein, dal’ der Zeitraum verpaldt wumdgem das Virus ausgeschieden worden
war.

Zudem vermehren sich die meisten Coxsackie A Vimeht in den normalen Zellkulturen.
Fur ihren Nachweis werden Versuchstiere bendtigis wum Zwecke der Routinediagnostik
nicht mehr durchgefiihrt wird.

Es gibt auch die Mdglichkeit, das Virusgenom mitl@kalarbiologischen Methoden nachzu-
weisen (Enterovirus-spezifische Nukleinsdureaniaifon und anschlieliende Sequenzierung
zur Bestimmung des Serotyps), wobei diese Methodegen der starken Sequenzhomologie
zwischen den Enteroviren nur eingeschréankt anwerslbd (02Doe).

Neben den Methoden des Virus- und des Virusgenonweises kommen fiir die Diagnostik
der Enterovirusinfektionen auch serologische Meg#modur Anwendung. Mit diesen Metho-
den wird versucht, Antikérper gegen das vermuteteisvnachzuweisen. Fir gewdhnlich
werden Antikorper bis zum Ende der ersten Woché nlse Infektion noch nicht gefunden.
Die virusspezifischen IgM-Antikdrper erreichen ndabis 3 Wochen ein Maximum und sin-
ken danach, meist in einem Zeitraum von wenigen Mgocwieder bis unter die Nachweis-
grenze ab. Nach ungeféhr einem Monat dominiertsp@zifische IgG (68Sch z.n. 80Woo,
92Mui). Um einen Hinweis auf die Phase der Infaktan bekommen, ist es von Nutzen, die
Immunglobulinklassen der nachgewiesenen Antikdgoekennen oder zwei aufeinander fol-
gende Serumproben zu testen. Hierflr bieten sich 8erumprobe aus der akuten Phase,

maoglichst kurz nach Auftreten der ersten Symptoomel eine Probe 2 bis 3 Wochen spater
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an. In der ersten Serumprobe haben sich so kurz dec Infektion oder dem Beginn der
Symptomatik meist noch keine Antikorper gegen dasinsachende Virus gebildet. Bis zur
zweiten Serumprobe hatte der Kérper genligend &igiitgas Virus zu reagieren und virusspe-
zifische Antikdrper zu bilden. Es findet sich dabeim Nachweis des Titers (Antikdrper-
Konzentration ermittelt als die Verdinnungsstufe zie untersuchenden Ldsung, die noch
eine deutlich positive Reaktion mit dem Antigen b&ty in der zweiten Probe ein signifikan-
ter Anstieg im Vergleich zur ersten Probe. Diesistsicheres Zeichen einer akuten Infektion
(02Doe, 01Fie80W00).

Wenn nur eine Serumprobe vorhanden ist und in deisehoher Antikérpertiter nachgewie-
sen wird, dann sollte die Probe zuséatzlich aufifipeke IgM-Antikdrper untersucht werden,
um festzustellen, ob eine akute oder eine langeickiiegende Infektion vorliegt. Bei einer
Erstinfektion mit dem auslésenden Virus beruht Adatikbrperanstieg zunachst auf einem
Anstieg der IgM Fraktion mit schnell danach folgendAnstieg der IgG-Fraktion. Bei Zweit-
kontakt oder Re-Infektion beruht der Antikorpersegtmeist auf einer schnellen und ver-
starkten IgG Antwort und, wenn tberhaupt, nur egeingen IgM Antwort (02Doe).

Um Antikorper nachzuweisen, wird deren Fahigkeiiwget, Antigen zu binden. Zum einen
kann man diese Bindung direkt nachweisen wie zumpBd mit dem ELISA (enzyme linked
iImmuno sorbent assay) oder der Komplementbinduagsom (KBR). Zum anderen kann die
Fahigkeit der Antikdrper, die Interaktion der Viremt Indikatorzellen zu hemmen, verwendet
werden, was beim Hamagglutinations-HemmungstesfTjHidrwendet wird, oder es wird die
Neutralisation der Infektiositat der Viren durcle dintikbrper genutzt, wie beim Neutralisati-
onstest (NT) (80Wo00).

Beim Neutralisationstest wird meist eine Verdunrarathe des zu untersuchenden Serums
mit einer konstanten Menge des spezifischen Viemigcht und inkubiert (z. B. 30 Min. bei
37 °C). Die Infektiositat des Virus wird durch entsgrende im Serum vorhandene Antikor-
per blockiert: Die Antikorper binden an diejenigeinalen Molektle, mit denen das Virus
sonst an die Rezeptoren der Wirtszelle adsorbetede. Es wird bestimmt, bis zu welcher
Verdinnung des Serums das Virus neutralisiert wias am ausbleibenden virusinduzierten
zytopathischen Effekts (CPE) im Mikroskop erkanmtrden kann. So kann der Antikérperti-
ter typenspezifisch bestimmt werden. Der Neutrabsatest ist auch gegenwartig noch die
beste Methode zur Bestimmung von Ak gegen EntezaviNur dieser serologische Nachweis

bestimmt serotypspezifische Antikdrper (02Doe).
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Das Prinzip der Komplementbindungsreaktion berulft der Fahigkeit von Antikérpern
Komplement zu aktivieren. Das zu untersuchenderewird mit einer definierten Menge
vorbereitetem Virusantigen inkubiert. Sind im SerAmtikOrper gegen dieses Antigen vor-
handen, so binden sie an das Antigen, wodurchesighstrukturelle Veranderung im Bereich
des Ig-k-Teils der Antikorper ergibt. Dadurch wird das deaman definierter Menge hinzuge-
fugte Komplement bei geeignetem Konzentrationsugrisadurch die Reaktion mit den ge-
bundenen Antikdrpern verbraucht. Danach hinzugegghmit Antikdrpern beladene Erythro-
zyten werden nur dann lysiert, wenn keine der dasmcAntikorper im Serum vorhanden
sind und das Komplement, welches die Hamolyse sesl&dnnte, nicht verbraucht ist. Die
Bestimmung des Konzentrationsverhaltnisses, bei dasmnKomplement verbraucht ist, ist
durch die bei der gesuchten Konzentration aushidibéiamolyse moglich. So ist eine quan-
titative Bestimmung der Antikorper moglich. Zum Maeis einer akuten Infektion sollte die
Komplementbindungsreaktion nach Mdglichkeit immetr @mem Serumprobenpaar durchge-
fuhrt werden. Die Diagnose einer akuten Infektiomdwbei einem vierfachen Titeranstieg
gestellt, wobei das Problem besteht, dass in de¢ereiProbe bereits zuviele Antikdrper vor-
handen sein kdnnen um einen Anstieg noch nachzew¢@l Fie). Fur die meisten Enterovi-
ren ist die Komplementbindungsreaktion wegen Kreaktionen zwischen den Serotypen nur
von geringer Aussagekraft und eignet sich nur unpgenspezifische Antikorper nachzuwei-
sen (02Doe). Bei breiter Reaktivitét ist der Tesggen mangelnder Sensitivitat (zuviele falsch
negative Tests) nicht aussagekréaftig (89Sch z.8af1).

Der Hamagglutinations-Hemmungstest funktioniert ber hamagglutinierenden Viren. Bis-
her sind nur fur etwa ein Drittel der bekanntendeoniren hdmagglutinierbare Erythrozyten
gefunden worden. Das Prinzip des Tests besteht,ddaid Antikbrper gegen das Virus an
dieses binden und die Strukturen des Virus, diedférHamagglutination maf3gebend sind,
sterisch blockieren. In einer Serumverdinnungsreing festgestelltbis zu welcher Verdin-
nung die Hamagglutination noch vollig verhindertdviDabei sollte, genau wie bei der zuvor
beschriebenen Komplementbindungsreaktion, ein Samimenpaar getestet werden, um an-
hand der Titerdifferenz das Ergebnis bewerten zunkd.

Wenn mit dem NT oder dem HHT der IgM-Ak-Titer bestnt werden soll, missen die IgM-
Ak von den anderen Ak in der Serumprobe abgetrerenden, z.B. durch Ultrazentrifugation.
Fur die Ultrazentrifugation kdnnen die Proteine deruntersuchenden Serumprobe fluores-
zenzmarkiert werden (74Sch). Soll die zu gewinndgtie Fraktion spater im NT verwendet

werden, wird die Probe dann auf einen kontinuikdit 7 bis 40 %igen lodixanol- (,OptiPrep
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TM*, Fa. Axis-Shield) Dichtegradienten von ca. 10geschichtet und fur 15-16 Stunden bei
100.000 g zentrifugiert.

Dabei bilden sich aufgrund der unterschiedlichedif8entationsgeschwindigkeit der unter-
schiedlichen Proteine verschiedene, durch die Maukig sichtbare Banden im R6hrchen,
wobei die untere Bande (die so genannte 19S BatetelgM-Fraktion, und die breite obere
Bande den anderen Serumproteinen inklusive der lg#d 1gG-Fraktion (7S Bande) ent-
spricht. Die IgM-Fraktion kann nun gewonnen werdedem z.B. das Réhrchen unten zentral
angestochen wird und die 19S Bande aufgefangen iese kann nun in den Test eingesetzt
werden.

Mit der ELISA-Methode kdnnen die Patientenserenecanfwendige Vorbereitungen auf die
verschiedenen Antikdrperklassen untersucht werdenMethode des ELISA ist im Teil ,Pa-
tienten, Material und Methoden* unter 2.2.1. gemdgschrieben. Zuséatzlich sollen die in der
vorliegenden Arbeit untersuchten ELISA-Testsatzehaspezifische IgA Antikérper bestim-
men konnen. Uber die Erkenntnisse in der Literatasichtlich der IgA Antikérper wird im

nachsten Kapitel (1.2.) berichtet.

1.2. Problemstellung

Die kommerziell vertriebenen Testsatze zum Nachwers Ak gegen Enteroviren bendtigen
derzeit aufgrund der Vorschriften Uber die Zulagsund staatliche Chargenprufung auf Tests
zur in-vitro-Diagnostik (00Bun) keine Zulassung cludas Paul-Ehrlich-Institut in Langen, da
sie in dieser Verordnung nicht aufgefiihrt sind. lidis ist ihre Funktionsfahigkeit vor der
Markteinfuhrung nicht amtlich belegt. Die vorliegenArbeit wurde durchgefuhrt, um festzu-
stellen, ob die Spezifitat (Verhaltnis von negativieestergebnissen zu Enterovirus negativen
Seren) und Sensitivitat (Verhaltnis von positiveestergebnissen zu den tatsachlich Enterovi-
rus positiven Seren) der ELISA Testsatze, die f@stBhmungen von Antikérpern der Klasse
IgA und IgM gegen Enteroviren vertrieben werdersraicht um bei Seren von Patienten mit
dem Verdacht auf Myokarditis den Nachweis einert@kUEnterovirusinfektion erbringen zu
konnen.

Eine Grundlage fur diese Arbeit war die in der tater beschriebene Beobachtung, dass bei
einem grol3en Teil der infektibsen Herzerkrankungateroviren nachweisbar sind (96And,
01Fie, 80Wo00).

Ein schneller und sicherer Nachweis von Antikdrpgegen Enteroviren bei kardialer Sym-

ptomatik ware eine Mdglichkeit, die Suche nachldesache der Symptome zu beschleunigen
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und dadurch den Patienten eventuell Uberflissigekastspielige weitere Diagnostik erspa-
ren zu kdnnen. Die bis jetzt verwendeten Nachwelisatken sind sehr zeit- und arbeitsauf-
wendig, wie zum Beispiel der bisher im Institut fdedizinische Virologie der JLU Giel3en
eingesetzte Neutralisationstest. Zudem deckt detrblesationstest nur jeweils einen Serotyp
ab und jeder weitere Serotyp, der Uberpriuft west#h bendtigt einen eigenen Testansatz. So
waren fir eine anndhernd komplette Abdeckung dekdidiale Symptomatik atiologisch in
Frage kommenden Enteroviren mit dem NT mehr algetSchiedene Testansatze noétig, was
fur die Routinediagnostik nicht praktikabel ist. dhudie KBR und der HHT sind fir die Su-
che nach Antikérpern gegen moéglichst viele Enteumgerotypen ungeeignet, wie schon im
vorigen Kapitel erwahnt.
Die angebotenen ELISA Testsatze sollten laut Héestémgaben IgG, IgM und IgA Antikor-
per gegen Enteroviren finden kdnnen, und zwar mcintgegen einen Serotyp je Ansatz, son-
dern gegen mehrere. Ein in der Literatur beschneb&LISA, auf dessen Basis die in dieser
Arbeit verwendeten Testsatze entwickelt wurden, alsirein breit reagierender und verlassli-
cher Test bei gegenwartigen und kirzlich abgelarfelanterovirusinfektionen beschrieben
worden (92Bom). In dieser Untersuchung wurden dadén nur auf IgM und IgA Antikorper
untersucht, in der Annahme, dal3 jeder Mensch velidth mit den ubiquitdr vorkommenden
Enteroviren konfrontiert wird und so ein IgG Antrk@rnachweis keine Differenzierung zwi-
schen einer frischen oder langer zurlckliegendéekiion ermdglichen wirde. So lag die
Erwartung nahe, mit diesen Testsatzen, neben Arbaiid Zeitersparnis, eine schnellere und
vor allem breitere Diagnostik (bessere Abdeckungvedeschiedenen Serotypen) zu erreichen.
In der Literatur sind, Uber die bereits erwahntéehr hinaus, Enterovirus-ELISAs beschrie-
ben, die Coxsackievirus B1-Antigen (93Swa) odexgagkievirus B5-Antigen (92Bom) be-
nutzen. Durch Denaturierung der nativen Virusstiukturch Erhitzen werden die serotypi-
schen Eigenschaften (N-Antigen) zerstort und digogenspezifischen Eigenschaften freige-
legt (H-Antigen) (93Swa, 92Bom). So wird erreictdgl3 nicht nur Antikbrper gegen einen
Serotyp der Enteroviren gefunden werden kénnendesonAntikdrper gegen eine Vielzahl
von Serotypen.
Der ELISA mit Coxsackievirus B1-Antigen zum Beidpveurde bei Seren mit Infektionen
durch folgende Serotypen getestet und hat diessmetK93Swa):

Echoviren 6, 7, 9, 11, 14, 19, 25, 30

Coxsackieviren B1, B2, B4, B5

Poliovirus Typ 3.
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Der ELISA mit Coxsackievirus B5-Antigen hat Infektien durch folgende Serotypen erkannt
(92Bom): Echoviren 5, 11, 15, 17, 22, 23, 33

Coxsackieviren A9, B2, B4, B5.
In der vorliegenden Arbeit wurden drei Testsatzeveadet, die mit Antigen von Coxsackie-
virus B5 (Virofem und invitro) oder mit Antigen moCoxsackievirus B5 und Echovirus 24
(Virotech) arbeiten. Wie bereits erwahnt war den vBomann 1992 beschriebene Test
(92Bom) Basis fur die Entwicklung dieser Testsalreden Gebrauchsanleitungen fir die
kommerziell erhaltlichen Tests, die in dieser Athwitersucht wurden, ist nicht explizit ange-
geben, welche Ak-Spezifitaten gefunden werden sobeil3er dal3 Ak ,gegen Enteroviren®
erkannt werden. Die verwendeten Antigene sind jbednch bei diesen Tests denaturiert, so
dal3 davon ausgegangen werden konnte, dal3 die fEestsde ahnliche diagnostische Breite
besitzen wie die in den zitierten Arbeiten besdieren Tests.
Bei Myokarditis, die durch Enteroviren ausgelOstdyigibt es fur die Diagnostik neben der
Vielzahl der potentiell Myokarditis verursachendenterovirusserotypen das Problem, daf3
die Symptome der Myokarditis oft nicht direkt naiér Inkubationsphase beginnen, sondern
gewohnlich eher als Spatmanifestation der Infektiaftreten (92Mui, 93Swa). Damit ist die
Virusisolierung zur Diagnostik nicht mehr einsetzhand auch der zwischen zwei Seren mit
zeitlichem Abstand zu findende Antikorpertiteraegtist meist nicht mehr nachweisbar, weil
der Antikdrpertiter zum Zeitpunkt der kardialen $pomatik schon auf die maximale Hohe
angestiegen ist (92Mui). Ein Nachweis der Antikdymke ausschlielich in der floriden Pha-
se der viral verursachten Myokarditis auftreterM(lgnd evtl. I1gA), ist deshalb die einzige
Mdoglichkeit der Diagnostik bei Verdacht auf virdigokarditis. IgM Antikorper gegen Ente-
roviren sind meist ab der zweiten Woche nach dektion fir 5 bis 7 Wochen nachweisbar
(93Swa, 80EIh). Im Extremfall kbnnen IgM-Antikérpgegen Enteroviren fiir mehrere Mona-
te (92Mui) bis Jahre (80Hor) persistieren, wennhadie Erkrankung persistiert (80Hor), was
jedoch nicht die Regel ist.
Auch spezifische IgA-Antikdrper kdnnen wahrend A&utphase einer viralen Infektion auf-
treten. Zu Beginn werden meist die dimeren IgA-Ratper (zwei aneinander gebundene mo-
nomere Formen), spater eher die monomere FormgdeAhtikdrper gebildet. Die dimere
Form bindet Antigen bei weitem besser als die marenrorm, was fur den Nachweis durch
die ELISA-Methode in der akuten Phase von Bedeuseilg kann. Zu beachten ist, dal3 bei

Patienten jungeren Alters, speziell bei Neugebaredee HOohe des IgA-Antikdrpertiters oft
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nicht dem des Erwachsenenalters entspricht. Degidalbte es als alleiniger Marker fir eine
akute Infektion nicht verlalich genug sein. In Madung mit der Suche nach IgM-
Antikodrpern lasst sich hier oft eine Diagnose stellwenn Kleinkinder entweder IgM oder
IgA nur ungentgend produzieren (91Fri).

Spezifische IgA-Antikorper gegen Enteroviren sinsl 2u finf Wochen nach Beginn der kar-
dialen Symptomatik nachgewiesen worden (93Swa).

In der vorliegenden Arbeit wurde aufgrund der aes Idteratur vorliegenden Informationen
(73Sch, 80Hor, 80Elh, 84Fri, 90Mui2, 91Fri) davarsgegangen, dal} flir den Nachweis einer
akuten Infektion mit Enteroviren IgM-Antikorper, AgAntikorper oder beide in einem Zeit-
rahmen von 30 Tagen nach Beginn der kardialen Symggik nachweisbar sein sollten, wenn
Enteroviren die Ausléser der Myokarditis sind. DasVergleich zu den bisherigen Routine-
testverfahren sehr schnelle und einfache Testwerfiatles ELISA sollte durch diese Arbeit
zeigen, ob es dazu in der Lage ist. Die Hoffnung, wal3 dieses Verfahren (ELISA) das alte
Verfahren (Neutralisationstest) ablosen konnte. W@irse Form der Diagnostik funktioniert,
sollte u.a. ein jahreszeitlicher Verteilungsgipder durch Enteroviren ausgeldsten Myokardi-
tiden erkennbar sein, wie man ihn von akuten Emtarsinfektionen in gemafigten Klima in
den Sommermonaten kennt.

Voraussetzung dafur war, dal3 der Abstand zwischigktion und Beginn der kardialen Er-
krankung nicht zu gro3 oder zu variabel ist, dassérine reprasentative Aussage Uber den
Zeitpunkt der Infektion zu treffen ware. Also wundaus einem Patientenkollektiv von 1991
bis 1997 mit kardialen Symptomen retrospektiv digjen ausgewahlt, bei denen die Sym-
ptomatik bis zu 30 Tage vor Entnahme von Blutsebh&gonnen hatte. Sofern diese Serum-
probe noch vorlag, wurde sie mit den zur Verfugstghenden ELISAs getestet. Wenn die
bisher beschriebenen Annahmen zutreffen, wovoniased Arbeit ausgegangen wurde, soll-
ten die Testergebnisse eine jahreszeitliche Vartgimit einem Gipfel in den Sommermona-
ten zeigen, wie dies fur Enterovirusinfektionen gemafRigten Klima charakteristisch ist
(94Sch, 01Fie). Wenn in den Testergebnissen keispesthender Gipfel nachweisbar ist,
funktionieren entweder die Testsatze nicht wie emtader Abstand ist variabler als bisher
gedacht, oder die Myokarditiden der untersuchtare®&n sind nicht durch Enteroviren ver-

ursacht.
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2. Material und Methoden

2.1.Patienten und Material

Fur diese Arbeit wurden Serumproben aus den zutifamiagnostik in das Institut fur Medi-
zinische Virologie der Justus-Liebig-UniversitaL{) in Giel3en eingesandten Serumproben
aus den Jahren 1991 bis Anfang 1997 nach den igeRdén beschriebenen Kriterien ausge-
wahlt. Ein entscheidendes Kriterium war, dal3 dieeSeon Patienten stammen sollten, bei
denen aufgrund der Symptomatik der Verdacht awd akute Myokarditis bestand. Zunachst
erleichterte eine seit 1994 aufgebaute DatenbamlSdche nach diesen Patienten, in die nach
Maoglichkeit fir jedes eingesandte Material Diagrsa$diissel eingegeben worden waren. So
wurden Proben mit dem Diagnoseschlussel ,Herzekknagt' ausgewahlt. Um die Patienten
mit Verdacht auf Myokarditis aus der Gruppe der rzéekrankungen® herauszusuchen, wur-
den alle entsprechenden Einsendeformulare neu\aagge Oft war die Diagnose ,Verdacht
auf Myokarditis” direkt angegeben, ohne Angaben 8gmptomen. Sonst wurden Symptome
wie zum Beispiel akute Thoraxschmerzen, vor kurzergetretene Rhytmusstérungen oder
Perikardergul3, plétzliche Tachykardien oder Bewaifit®rluste und Dyspnoe als Verdacht
auf eine akute Myokarditis angesehen. Nicht finaidiegenden Untersuchungen herangezo-
gen wurden Serumproben von Patienten, bei denenagidere nichtentziindliche oder bakte-
riell verursachte Herzerkrankung angegeben war ZjHiarkt, Endokarditis, etc.) oder bei
denen eine chronische Herzaffektion (dilatativedi@nyopathie, chronischer Perikarderguf3,
etc.) vorlag. Auch chronische Herzerkrankungen kdndurch Enteroviren bedingt sein, je-
doch ist dabei die serologische Antikorperdiagiodtirch Abstand der Herzerkrankung zur
akuten Enterovirusinfektion erschwert. Deshalb veardur die akuten Falle ausgewahlt.
Patienten, die im EDV-System versehentlich falstidrweise die Diagnose ,Herzerkran-
kung“ erhalten hatten, wurden aus dem Kollektivg@sendert. Um auch die Proben zu fin-
den, bei denen eventuell falschlicherweise der mnagschlissel ,Herzerkrankung“ nicht
eingegeben worden war, wurde die Datenbank wertartach Proben durchsucht, bei denen
Coxsackie-Neutralisationstests (B2, B3, B4) durdiige worden waren. Die Untersuchungs-
anforderung fur diesen Neutralisationstest war\temdacht auf Myokarditis fast immer tb-
lich. Es wurden tatsachlich noch einige zuséatzliSkeumproben gefunden. Beim Durchsehen
der entsprechenden Einsendeformulare zeigte sathydr allem bei alteren Seren ein Fehler
bei der Diagnosenangabe im EDV-System vorhanden was sich durch die elektronische
Ubernahme &lterer Datenséatze aus dem zuvor venteamB®V-System in das 1994 neu ein-

gefuhrte EDV-System erklaren lie3. Mit Hilfe dersghilderten Suchaktionen wurden 492
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Serumproben gefunden, die von Patienten mit Vetdaah Myokarditis stammten. Diese
Proben waren im Zeitraum von November 1991 bis B#td 997 eingesandt worden.

Die Daten des Erkrankungsbeginns konnten zum Tielkdaus den Einsendeformularen ent-
nommen werden. Meist war auf den Einsendeformulg@och kein Erkrankungsbeginn ver-
merkt, weshalb diese Daten mit aufwendiger Handiadbeekt aus den Krankenakten der
verschiedenen Archive (Innere Medizin, PadiatrisydRiatrie, usw.) des Universitatsklini-
kums gesucht werden muf3ten. Durch das Studium denkiénakten bot sich zusatzlich die
Moglichkeit, die Symptomangaben auf den Einsendefiteiren stichprobenartig zu tberpri-
fen und gegebenenfalls zu erganzen.

Um nun nur die Serumproben zu testen, bei denemndier akuten Phase vorkommenden
Antikorper bei einer Infektion durch Enteroviren eowarten waren, wurden von allen 492
Proben die Proben ausgewahlt, die von Patientemstan, bei denen die Erkrankung 30 oder
weniger Tage vor dem Einsendedatum begonnen lkstteurde der Zeitraum von 30 Tagen
gewabhlt, weil in der Literatur beschrieben war, g8 am ehesten in diesem Zeitraum nach
Beginn der Erkrankung nachgewiesen werden kanncf®)3%wuch IgA ist fir etwa 4 bis 5
Wochen nach dem Erkrankungsbeginn nachweisbar (@83vas ebenfalls in dem gewahlten
Zeitraum liegt. Die Anzahl der Seren in dieser Geipetrug 382. 186 dieser Seren wurden
mit allen drei Testsétzen (invitro, Virotech unddfem) auf IgM und IgA Antikbrper getes-
tet. Insgesamt wurden mit dem Testsatz der Firmaran190 Seren, mit dem Testsatz der
Firma Virofem 193 und mit dem Testsatz der Firmeo¥éich 375 Seren getestet. Die jungsten
Seren (1996 und 1997) wurden, bis auf wenige Auseahmit allen drei Testsatzen getestet.
Die Ausnahmen betreffen Seren, von denen nicht rgehug Volumen fir alle drei Test-
durchgéange ubrig war.

Im Laufe der Untersuchungen kamen aufgrund mangelbtbereinstimmung der Testergeb-
nisse der verschiedenen Testsatze Zweifel an dédiBasfahigkeit der Testsatze auf. Um die
Funktionsfahigkeit der Testsatze zu kontrollierearden Proben aus den Jahren 1975 bis
1984 von Meningitispatienten ausgewahlt. Auswatdkium war ein gelungener Virusnach-
weis von Enteroviren im Rahmen der Routinediagkosti

Von 18 Seren war noch ausreichend Volumen vorhgndereinen Test durchzufuhren. Die-
se Seren wurden mit den Testsatzen von Virotechvimoddem getestet. Das Alter dieser Se-
ren lag zwischen 10 und mehr als 20 Jahren, wasdes Virusnachweises zu moglicherwei-
se berechtigten Zweifeln an noch nachweisbarenk8rgern in diesen Seren hétte flihren

konnen. Deshalb wurde zusatzlich das im FolgendestHriebene Serumkollektiv getestet,
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um festzustellen, wie sensitiv und spezifisch dést$atze im Vergleich zu den bisher in der
Routinediagnostik angewandten Tests waren. Didtesaine genauere und direktere Kon-
trollmdglichkeit der Testsatze ermdglichen, um exder die Zweifel an der Funktionsfahig-
keit auszuraumen oder zu bestatigen.

Fur diese weitere Kontrolle der Testsatze wurdererSaus den gesamten zur Routinedia-
gnostik eingesandten Seren der medizinischen \grelder JLU-Giel3en ausgewahlt, bei de-
nen ein Ergebnis der Coxsackie-IgM-NTs positiv &fisgen war. Zu den positiv ausgefalle-
nen Ergebnissen wurden alle NeutralisationstitéRgr oder gleich 1:8 gezahlt. Es wurden 40
solcher Seren gefunden und getestet. Es bestandskend zum Zweifel an den im Rahmen
der Routinediagnostik erhobenen Ergebnisse, die eihmit Hilfe von Testwiederholungen
gesichert worden waren, was sich aber als nichtemdig erwiesen hatte. Die mit der Durch-
fuhrung betrauten medizinisch technischen Assisteen waren durchweg erfahren in dieser
Methodik und die Ergebnisse immer wieder stichpnaloig als reproduzierbar nachgewie-

sen.

2.2. Methoden

Fur diese Arbeit wurden der medizinischen Virologge JLU-GielRen von drei Firmen ELISA
Testsatze zur Erkennung von IgM, IgA und IgG Antgérn gegen Enteroviren zur Verfi-
gung gestellt. Es handelt sich um die Firmen iov{ilainz-Kastel), Virotech (Russelsheim)
und Virofem (Mainz).

Die drei Testsétze funktionieren alle nach einemliéhen Prinzip mit denaturiertem Antigen
und sollen laut den Herstellern IgM-, IgA- und Ig®tikorper gegen Enteroviren erkennen.
Die Denaturierung erfolgt durch Hitzeinaktivierumgn Virionen,wobei sich Antigenitat von
typenspezifisch (N-Antigene) in gruppenspezifisdhAntigene) andertSwa93).

Virofem und invitro verwenden in ihren Tests hitmgtiviertes Antigen von Coxsackievirus
B5, wohingegen im Test der Firma Virotech hitzetha&rtes Antigen von Coxsackievirus
B5 und Echovirus 24 verwendet wird.

Die Tests wurden zwischen Dezember 1996 und Oktb®@8 durchgefuhrt.

2.2.1. Testprinzip

Die Enteroviren-ELISA-Testsatze funktionieren nagm Prinzip der indirekten ELISA Me-
thode.
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Auf der inneren Oberflache der Reaktionsmulden Mokrotiterplatten ist das verwendete
Antigen fixiert. In diese Vertiefungen wird nebeandKontrollen (Leerwert, negative und po-
sitive Kontrolle) das 1:100 mit Verdinnungspuffardiinnte Patientenserum gegeben. Nun
binden die im Serum eventuell vorhandenen Antikgrgee gegen das fixierte Antigen ge-
richtet sind, an das Antigen. Nach einer Inkubazait werden die nichtgebundenen Serum-
bestandteile mit PBS herausgewaschen.

Nun werden, je nachdem welche Antikdrper erkanmtiese sollen, Antikdrper gegen humane
IgG-, IgM- oder IgA-Antikdrper einpipettiert. Dies@ntikorper sind mit einem Enzym mar-
kiert. Die verwendeten Testsatze benutzen Peroxidas die sekundar einpipettierten Anti-
korper zu markieren.

Nach einer Inkubationszeit wird erneut gewaschemight gebundene Anteile zu entfernen.
Danach wird das PeroxidaSaibstrat zugefiigt und inkubiert. Alle drei Testeaterwenden
Tetramethylbenzidin (TMB) als Substrat. Durch Spadt dieses ungefarbten Substrates ent-
steht ein blauer Farbstoff. Die Enzymreaktion wdtdch Zugabe einer Stopplésung beendet,
welche bei invitro und Virofem aus 1 molarer Scheisurelésung und bei Virotech aus ,Cit-
rat-Stopplosung®, einem in der Testanleitung nicAher beschriebenem S&uregemisch be-
steht. Hierdurch schlagt die Blaufarbung in einéb@ebung um. Fur die Auswertung wird in
einem Photometer die Farbintensitat der Gelbfarbanpgder Vertiefung bei einer Wellenlan-
ge von 450 nm und einer Referenzwellenlange vonrBBzum Vergleich der Messung der
Losung mit Referenzwerten des Photometers gemessen.

Zum Abschlul3 wird kontrolliert, ob die Testergelseisier positiven und negativen Kontrol-
len im vorgeschriebenen Bereich liegen.

In den Testanleitungen sind fiir die Referenzwellegé geringfligig tiefere Werte angegeben
(invitro und Virofem: 630 nm, Virotech: 620 nm). Bsirde flr diese Arbeit davon ausgegan-
gen, dal’3 das vorhandene Photometer, welches auflégtienlange von 650 nm eingestellt
war, den Testanforderungen genige. Dies wurde vaarléitern der Firmen, welche die
Testkits vertreiben, bestatigt.

Fur den IgM-ELISA wird von allen Herstellern empleh, eine so genannte Voradsorption
der Patientenseren durchzufiihren, um erregerspezéfilgG-Ak aus dem Serum zu entfer-
nen.

Einerseits kann es vorkommen, dal3 IgG-Ak und IgMuftk die Bindungsstellen des EV (En-

terovirus) -Antigens konkurrieren und die IgG-Akgea hoherer Konzentration im Vergleich
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zu IgM-Ak und wegen der geringeren Grof3e schnellBiffusion die Bindungsstellen blo-
ckieren. So kann ein falsch negatives Ergebnis bgMiELISA entstehen.

Andererseits kann durch eventuell vorhandene Rhisktosen bei nicht voradsorbierten Se-
ren aus dem im Folgenden beschriebenen Grundlsthfpositives Ergebnis entstehen.
Rheumafaktoren sind Autoantikdrper, die gegen defdtl der menschlichen 1gG-Ak gerich-
tet sind. Sie binden in vivo an IgG-Ak, die ihretsém Test an das EV-Antigen binden.

Die Rheumafaktoren der Klasse IgM sind, werdergatsundene IgM-Antikérper vom Kon-
jugat erkannt und verursachen so ein falsch pesitiergebnis. Rheumafaktoren kénnen bei
der Halfte aller Menschen mit rheumatoider Artiritiachgewiesen werden. Sie kénnen aber
auch bei anderen Erkrankungen vorkommen und sigdrdeei ungefahr 5 % der gesunden

Bevolkerung nachweisbar (98Wal).

2.2.2. Methodik der unterschiedlichen Testfabrikatem Einzelnen
Alle Tests wurden nach Herstellervorschrift durdiibet. Im Folgenden sind die einzelnen

Schritte fir jeden Hersteller kurz angegeben.

2.2.2.1. Test der Firma invitro

Die Anleitung empfiehlt zur Kontrolle des Testergmses einen Leerwert fur das Substrat
(blank), eine negative Kontrolle und zwei positikentrollen.

Die in die Teststreifen einpipettierten Kontrollend die 1:100 mit Verdlinnungspuffer ver-
dinnten Patientenseren werden abgedeckt und I5€ 8# 60 Minuten inkubiert.

Danach werden die Teststreifen mit 300Waschlésung pro Napfchen des Teststreifens 5
mal ausgewaschen und danach kraftig ausgeklotdBinn mit Konjugat gefullten Teststrei-
fen werden abgedeckt und fur 30 Minuten bei 37rfi@ibiert. Das Konjugat mufd unmittelbar
vor Gebrauch mit Verdinnungspuffer/Waschlosung gehtiwerden. Nach Ablauf der Inku-
bationszeit werden die Teststreifen wieder wie dibeschrieben ausgewaschen.

Jetzt wird das gebrauchsfertige Substrat einpgrétind die Teststreifen werden fur 15 Minu-
ten bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Nadita@f der Zeit wird die Reaktion durch
Zugabe von Stopplosung beendet. Die Teststreifamédd jetzt im Photometer gemessen
werden. Um Adsorptionsmaterial zu sparen, wurde den Firma empfohlen, bei IgM-
ELISA-Durchfiihrung die Vorbehandlung der Seren dukdsorption der erregerspezifischen
IgG-Antikorper nur bei Seren durchzufiihren, dieinem vorigen Test entweder positiv oder

grenzwertig gewesen waren. Die flur die AuswertuaigTiestergebnisse bendtigten Grenzwer-
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te sind auf mitgelieferten Qualitatskontrollzeki#ten zu finden und betragen fir IgA 0,3 OD
(optische Dichte) und fir IgM 0,45 OD.

2.2.2.2. Test der Firma Virofem

Die Testdurchfihrung bei Virofem ist nahezu idesttisit der Testdurchfihrung bei invitro.
Die Unterschiede sind das bei Virofem bereits geditafertige Konjugat, das, ohne verdinnt
werden zu mussen, direkt im Test eingesetzt wekden, und das kurz vor Gebrauch zu mi-
schende Substrat (Chromogen), das in geringereg®lals beim invitro Testsatz eingesetzt
wird. Mit der Adsorption der erregerspezifischerGigntikorper wurde ebenso verfahren,
wie beim Testsatz von invitro.

Die Grenzwerte werden ebenfalls in der Anleitunggeliefert und betragen fur IgA 0,2 OD
und far IgM 0,25 OD. Bei Abweichen der Werte desfidkontrollen von dem Richtwert 1,0
OD, wurde der gemessene Wert der PositivkontrdeKalibrator flr die Grenzwerte be-
nutzt, das heil3t der gemessene Wert fur die Phkaitivolle wurde mit dem vorgegebenen
Cutoffwert, der fur die Auswertung der Ergebniséégiwar, multipliziert um den Cutoffwert
anzupassen. So konnte das Testergebnis korreldemiinderen Testsétzen verglichen wer-
den, ohne dal3 erh6hte Messungen im Photometerdabrits beeinflul3ten.

Die von der Firma angegebenen Varianzwerte betréigedie Intratestvarianz 4,8 % und fur

die Intertestvarianz 8,2 %

2.2.2.3. Test der Firma Virotech

Der grél3te Unterschied zu den beiden vorhergehemdstsatzen liegt darin, dal3 Virotech
von den Testergebnissen Referenzwerte, die ebefiialledes Serum gemessen werden mus-
sen, abzieht. Dies bedeutet, daf? fir jedes zu méssgerum, ein Testwert und ein Referenz-
wert gemessen werden muf3. Fur den Referenzwesbésifalls ein Napfchen vorhanden, in
dem ein Kontrollantigen (Antigen von Zellen, diectti durch Enteroviren infiziert waren),
fixiert ist.

Neben dem Leerwert, der positiven und der negatikemrolle wird bei Virotech fir jeden
Testdurchgang auch eine Doppelbestimmung des Gestesvdurchgefuhrt. Die Halfte der
Summe dieser beiden Grenzwerte ist dann der fuAdswvertung zu verwendende Grenz-
wert.

Nachdem der Leerwert, die Kontrollen, die vorgegebEllussigkeit fur die Grenzwerte und

die verdinnten Patientenseren einpipettiert wurdery die Test- und Referenzstreifen ent-
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haltende Platte fur 30 Minuten bei 37 °C in eirmwdhten Kammer inkubiert. Das Waschen
danach erfolgt 4 mal mit 3P0 je Vertiefung. Dann werden die kurz zuvor anzmsetlen
Konjugate (enzymmarkierte Antikdrper gegen humagdésoder IgM, je nachdem, welche
Antikorper gefunden werden sollen) einpipettierti ulie Platte erneut bei 37 °C fur 30 Minu-
ten in feuchter Kammer inkubiert.

Gewaschen wird danach wieder wie zuvor.

Jetzt wird das gebrauchsfertige TMB-Substrat eigigrt und fir 30 Minuten bei 37 °C in
feuchter Kammer im Dunkeln inkubiert. Die Reaktwird durch Zufligen der Stopplésung
beendet und die Platte kann im Photometer gemessaten. Fur die IgM-Bestimmung wur-

de bei allen Seren eine Adsorption durchgefihrt.

2.2.3. Durchfuhrung der Adsorption

2.2.3.1. Tests der Firmennvitro und Virofem

Um die Adsorption durchzufiihren, werden l0des zu untersuchenden Serums in das mit
dem Testsatz gelieferten Reaktionsgefal? gegebeterm bereits 19@u Lésung Protein G
vom Hersteller vorbereitet sind, und gut gemiséhhe genauere Angabe bezuglich des In-
halts war den fur die Arbeit vorliegenden Anleitengnicht zu entnehmen. Die Mischung
kann zentrifugiert werden oder fir 15 Minuten stefetassen werden. Der klare Uberstand

wird 1:10 verdinnt und wird in dem Test verwendet.

2.2.3.2. Test der FirmaVirotech

Fur die Adsorption wird ein Tropfen der Adsorbemssiig, bestehend aus Antihuman-igG
(Ziege), in ein geeignetes Reaktionsgefal} gegebgh,Serum hinzu pipettiert und gut ge-
mischt. Nach 15 Minuten Inkubationszeit werden 460/erdiinnungspuffer/Waschlésung
einpipettiert. Es wird empfohlen die Probe bei §50r 5 Minuten zu zentrifugieren.

Der klare Uberstand kann in dem Test eingesetaiaver

2.2.4. Normierung der Ergebnisse

Um die Ergebnisse der verschiedenen Testsatzeeudrgh zu kénnen wurden die jeweiligen
Testergebnisse (in optischer Dichte gemessen) rideyenalien umgerechnet. Bei dem Test
der Firma Virotech wurden zunachst die gemessereferé&zwerte von den gemessenen
Test- bzw. Grenzwerten subtrahiert. Bei den TestsHirmen invitro und Virofem war es

nicht notwendigeinen Referenzwert zu messen und zu subtrahiBiese Werte der Seren
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wurden durch den im jeweiligen Testdurchgang geeress (bei Virotech zusatzlich umge-
rechneten) Grenzwert dividiert. Das dimensionsl&sgebnis (keine Einheit, da optische
Dichte durch optische Dichte dividiert wurde) wurdei Werten kleiner als 0,9 als negativ,
bei Werten tber 1,1 als positiv und bei Werten @¢hbis 1,1 als grenzwertig gewertet.

Laut der Testanleitung der Firma Virotech wurde fahlen, diesen Wert mit 10 zu multipli-
zieren, wobei 9 oder kleiner als negativ, 9 bisalklgrenzwertig, und Ergebnisse tber 11 als
positiv gewertet werden sollten. Diese Umrechnumnigde hier nicht vorgenommen, da zwi-
schen beiden Auswertungsformen kein Unterschie@igebnis besteht. In den Anleitungen
der Firmen invitro und Virofem wurde eine anderesartung empfohlen, bei der die gemes-
sene optische Dichte mit einem fir jede Testcharger Anleitung angegebenen Faktor mul-
tipliziert werden sollte. Das Ergebnis (Einheitntl) sollte bei 60 bis 70 als grenzwertig ge-
rechnet werden, bei Werten dartber als positivheidVerten darunter als negativ. Mitarbei-
ter der Firma invitro und Virofem bestatigten, dagse Auswertung, wie hier vorgenommen
ebenfalls mdglich sei. Aus diesem Grund und weggrethfacheren Vergleichsmoglichkeiten

wurde die zuerst beschriebene Methode gewabhit.

2.3. Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der Alters- und Gesdttleverteilung der Patienten und der jah-
reszeitlichen Verteilung von Erkrankungsbeginn &misendedatum der Serumproben erfolg-
te nach dem?-Test, um feststellen zu kdnnen, ob statistischikgnte Unterschiede vorla-
gen. Hierfiir wurden die gefundenen Werte mit derefiie Gleichverteilung zu erwartenden
Werten in derng?-Test eingefugt. Diese erwarteten Werte wurderialshschnitt der gesam-
ten Werte errechnet. Der ausgerechnét@&/ert wurde mit den vorgegebenen statistischen
Tabellen fir diesen Test (92Sac) verglichen unzietellen, ob eine statistisch signifikante

Abweichung von der Gleichverteilung vorlag.
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3. Ergebnisse

3.1. Daten aus den Einsendeformularen und aus derr&kenakten

3.1.1.1. Alters- und Geschlechtsverteilung der Panten mit Verdacht auf Myokarditis

Um festzustellen, ob unter den in diese Studieendgimenen Patienten eine Gruppe, bezo-
gen auf Alter und Geschlecht, besonders haufigMyibkarditis betroffen war, wurde nach
Alter und Geschlecht sortiert. Bei Patienten, v@ameh mehrere Seren wahrend derselben
Erkrankung eingesandt wurden, wurden die Daterdiése Auswertung singularisiert, dass
heil3t es wurden die entsprechenden Daten (AltdraBkungsbeginn etc.) nur einmal in die
Auswertung tbernommen.

Insgesamt wurden im Zeitraum von November 19910kober 1997 Seren von 492 Patien-
ten (GesamtAbb. 1) mit Verdacht auf Myokarditis in das Institut fitedizinische Virologie
der JLU eingesandt. Von den 492 Seren waren 286nvémnlichen Patienten (Mannlich
Abb. 1) und 206 von weiblichen Patienten (Weibliéihb. 1.)

Zum besseren Uberblick wurde noch eine Tabelleemér gréberen Einteilung erstellt

(Tab. 1). Hierbei erscheinen die Altersgruppen zwischeru@d 60 Lebensjahren besonders
stark betroffen. Um dartber allerdings eine gendussage machen zu kdénnen, wurde die
Patientengruppe, wie iAbb. 2 dargestellt, mit der Giel3ener Allgemeinbevdlkerweggli-
chen, in der Annahme, dal} die meisten Patienteendgeren im Institut fir medizinische
Virologie der JLU untersucht wurden, aus dem Groffr&iel3en stammekJm die von der
Anzahl her sehr verschiedenen Dateien vergleichénnen, wurde in der Grafik der jewei-
lig dargestellte Altersbereich in Bezug zur Gesamtgyesetzt und so eine prozentuale Dar-

stellung erreicht.

Alter Alle Patienten Manner Frauen

Unter 21 12 % 10 % 14 %
21 bis 40 35 % 38 % 31 %
41 bis 60 35 % 38 % 31 %
Uber 60 18 % 14 % 24 %

Tab. 1: Alters- und Geschlechtsverteilung von Myokeditispatienten in Prozentangabe

Im Altersbereich zwischen 41 und 75 scheint dereAmter Patienten mit Verdacht auf Myo-
karditis im Vergleich mit der Giel3ener Allgemeinbéerung besonders hoch zu sein, mit

einem auf ersten Blick deutlichen Hohepunkt in Alkersklasse der 56- bis 60-Jahrigen.
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Abb. 1: Alters- und Geschlechtsverteilung von Myokeditispatienten im Zeitraum von 11/91 bis 10/97
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Der Vergleich der Altersstruktur der ménnlicheni&#en mit der Altersstruktur der mannli-
chen Allgemeinbevélkerung von Giel3en istAibb. 3 dargestellt. Unter den 41 bis 45 Jahre
und 51 bis 60 Jahre alten Mannern scheint die Rndxaler Myokarditis besonders hoch zu
sein, wohingegen die Inzidenz bei den 6- bis 10g&m im Vergleich zur Altersstruktur der
Allgemeinbevdlkerung sehr gering erscheintAlb. 4 wird die Altersverteilung der weibli-
chen Allgemeinbevélkerung Giel3ens mit der Altersikmg der weiblichen Myokarditispa-
tienten verglichen. Auch hier ist eine niedrigevt@nz unter den 6- bis 10-jahrigen festzu-
stellen. Im Altersbereich von 46 bis 75 Jahrerbetden weiblichen Patienten eine hohe Préa-

valenz festzustellen, mit dem H6hepunkt zwischen4le und 60-Jahrigen.

3.1.1.2. Statistische Auswertung der Alters- und Gehlechtsverteilung der Patienten mit
Verdacht auf Myokarditis

Um eine statistische Auswertung des Patientenkidiekzu erméglichen wurde die Alters-

und Geschlechtsverteilung der Bevolkerung Giel38i&€r) mit der Verteilung des Patien-

tenkollektivs verglichen. Die absoluten Zahlen wamrchierflr in Prozentangaben umgerech-

net Abb. 2).
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Abb. 2: Vergleich der Bevolkerung GielRens (Stand 126,Daten z.n. 97Ger) mit den Myokarditispatienten
von 11/91 bis 10/97
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Dery2-Wert fur den Altersvergleich aller Patienten, uméatgig vom Geschlecht, mit der Be-
vOlkerung GielRens betragt 17,89 bei 16 FreiheitigraEs ergeben sich 16 Freiheitsgrade in
dieser Statistik, weil in den letzten beiden Kategyo(86 bis 90, 91 und &lter) keine Patienten
vorhanden sind und diese Kategorien dann mit deéed¢aie 81 bis 85 zu der Kategorie 81
und alter zusammengezahlt werden mussen. Ab eiadlfert von 26,3 ware mit einer 5 pro-
zentigen Irrtumswahrscheinlichkeit eine Abweichuhgy Patientenverteilung von der Ge-
samtbevolkerung vorhanden. Demzufolge weicht dterdstruktur der untersuchten Patienten
nicht signifikant von der Alterstruktur der Giel3emBevilkerung ab und es ist im Vergleich
zur Bevolkerung keine signifikante Haufung von Mgaditiden in einem bestimmten Alter

festzustellen.

14

—| O GieRen 96 mannlich %

12 B Mannliche Pat. % |

10 -

%

0 6 11 16 21 26 31 36 41 46 51 56 61 66 71 76 81 86 91
bis bis bis bis bis bis bis bis bis bis bis bis bis bis bis bis bis bis und
5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 alter

Abb. 3: Prozentuale Altersverteilung der Myokarditiden unter Mannern im Vergleich mit der

Mannlichen GielRener Bevdlkerung 1996 (Daten z.n. Gér)

Nun wurde noch die Verteilung geschlechtsspezifisstnachtet.

Der y2-Wert fur den Altersvergleich der mannlichen Paeenmit der mannlichen Bevolke-
rung Giel3ens betragt 18,93 bei 15 Freiheitsgrdéemrgeben sich 15 Freiheitsgrade, weil die
Kategorien mit weniger als 1 % zu der vorangeheritiiegorie hinzugezahlt werden mus-
sen. Ab einemy-Wert von 25,0 ware mit einer 5 prozentigen Irrtwabkrscheinlichkeit eine
Abweichung der Patientenverteilung zur gegebenerdlBerungsverteilung vorhanden, also

weicht die Altersstruktur der Patienten auch ngighifikant von der Altersstruktur der Gie-
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Bener Bevolkerung ab, wenn man nur isoliert dientiéimen Personen betrachtet. Demzufol-
ge war in diesem Patientengut bei Ma&nnern keinesssah signifikante Haufung von Kardi-

tiden in einem bestimmten Alter zu beobachten.
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Abb. 4: Prozentuale Altersverteilung der Myokarditiden unter Frauen im Vergleich mit der

weiblichen Giel3ener Bevdlkerung (Daten z.n. 97Ger)

Der y2-Wert fUr den Altersvergleich der weiblichen Pateammit der weiblichen Bevélkerung
GielRens betragt 20,97 bei 17 Freiheitsgraden. éih@itsgrade entstehen aus den bereits zu-
vor beschriebenen Griinden. Ab eingtert von 27,59 ware mit einer 5 prozentigen Irr-
tumswahrscheinlichkeit eine Abweichung der Patieveeteilung zur gegebenen Bevolke-
rungsverteilung vorhanden. Auch die Altersstruldar Patientinnen weicht nicht signifikant
von der Altersstruktur der weiblichen Giel3ener Bleetiung ab.

Zusammenfassend a3t sich sagen, dalR die VertedandgMyokarditispatienten nach Alter
und Geschlecht nicht statistisch signifikant vom derteilung der Gesamtbevdlkerung Gie-
Rens abweicht.

Nun wurde noch untersucht ob Manner, unabhangig A&tier, haufiger betroffen waren als
Frauen. Hierfir wurde ein Vierfeldertest durchgefiiverglichen wurden die mannlichen
Myokarditispatienten mit den weiblichen Patient®as ganze wurde ins Verhaltnis gesetzt

zur Giel3ener Bevolkerung. Bei 38610 mannlichen 44@B9 weiblichen Personen hatten fur
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eine Gleichverteilung bei 492 Patienten eine Anxaiml 236 mannlichen und 256 weiblichen
Patienten vorhanden sein sollen. Nun wurden diearadenen 286 mannlichen und 206 weib-
lichen Patienten im Vierfeldertest mit diesen Zahlerglichen. Es ergab sich dabei g#n

Wert von 20,4 bei einem Freiheitsgrad. Ab ein@rVert von grol3er oder gleich 10,83 ist der
Unterschied statistisch hochsignifikant. Es ergilsh, dal3 Manner hochsignifikant haufiger

betroffen sind als Frauen.

3.1.2.1. Jahreszeitliche Verteilung des Erkrankundseginns

Es war fir diese Arbeit von Interesse, ob sich adhdes Erkrankungsbeginns der Myokardi-
tis ein Hinweis auf einen Zusammenhang zu Enteusinfektionen erkennen lafit.

In der jahreszeitliche Verteilung des Erkrankungsfies von November 1991 bis Oktober
1997 scheinen die Erkrankungen ohne statistischvAdang im September ein Maximum zu
erreichen Abb. 5). Von Februar bis Mai liegen weniger Erkrankungghbee als in den restli-

chen Monaten vor.
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Abb. 5: Jahreszeitliche Verteilung des Erkrankungsb eginns von 11/91 bis 10/97 in
absoluten Zahlen

Wenn man die Verteilung des Erkrankungsbeginns dlge6 Jahre von November 1991 bis
Oktober 1997 in 12 monatige Abschnitte untertdillf. 6), ist festzustellen, dal’ es zwischen
den Zeitabschnitten keine erkennbare Ubereinstingngjilst
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Abb. 6: Jahreszeitliche Verteilung des Erkrankungsleginns unterteilt in jahrliche Abschnitte in absoluen

Zahlen

3.1.2.2. Statistische Auswertung der jahreszeitli@n Verteilung des Erkrankungsbe-

ginns

Bei der statistischen Auswertung der jahreszeglicNerteilung mit deny?-Test wurde ein

y2>-Wert von 1,67 gefunden. Bei 11 Freiheitsgraden aimer 5 prozentigen Irrtumswahr-

scheinlichkeit wére ein signifikantes Ergebnis atem y2-Wert von gré3er oder gleich 19,68

gefunden worden. Somit fand sich keine Abweichuag gter Gleichverteilung und es konn-

ten folglich keine statistisch signifikanten Gipfaelder jahreszeitlichen Verteilung gefunden

werden.
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3.1.3.1. Verteilung der Einsendedaten

Das Einsendedatum wurde als Mal3 dafiir genommem \@&n Erkrankung so ausgepragt
war, dafd arztliche Betreuung in einem Krankenhatwendig wurde.

Das Einsendedatum und der angegebene Erkrankumgsbe&gren nicht immer innerhalb
desselben Monates. In 8 von 492 Fallen war deraBkumgsbeginn tber 1 Jahr vor dem Ein-
sendedatum. Bei einem dieser 8 Falle war der Ekkiragsbeginn sogar tUber 3 Jahre vor der
Einsendung der Serumprobe.

Um festzustellen ob eine statistische Signifikamzler Jahreszeitlichen Verteilung der Myo-
karditiden durch weniger akute oder eher chronis¢bdaufe nivelliert wurde, wurde die
Verteilung der Einsendedaten nach Dauer der Erkiaglbis zum Einsendedatum gestaffelt.
So konnten die akuten Falle fur diese Auswerturggéevon weniger akuten bis chronischen
Fallen unterschieden werden.

Die Grafik enthalt das Einsendedatum aller 492 ®eroben Abb. 7). Von jedem Patienten
wurde nur das erste Einsendedatum fur einen Erkraggall in diese Auswertung aufge-

nommen, das heif3t die Daten wurden singularisiert.
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Abb. 7: Jahreszeitliche Verteilung des Einsendedatus gestaffelt nach Krankheitsdauer bis

Zum Zeitpunkt der Einsendung
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Es ist ein Gipfel im September zu sehen, der antlidesten wird, wenn man nur die Daten
der kurz Erkrankten (Krankheitsdauer von O bis 2@én) betrachtet. Im April wurden die

wenigsten Seren eingesandt, was der Verteilungedeankungsbeginns sehr ahnlich ist.

3.1.3.2Statistischen Auswertung der Verteilung des Einseretlatums

Bei der Verteilung des Einsendedatums konnteggifest durchgefiihrt werden. Der errech-
netey®-Wert betrug bei 11 Freiheitsgraden 10,9 fiir desageen Datensatz und 11,7 bei den
Daten mit 30 oder weniger Tagen nach Erkrankungshe@ei 11 Freiheitsgraden und einer
5 prozentigen Irrtumswahrscheinlichkeit ware eigngikantes Ergebnis ab einep-Wert
von gréfer oder gleich 19,68 gefunden worden. kbigtonnte in beiden Fallen keine Ab-
weichung von der Gleichverteilung festgestellt veerdDer vermeintliche Gipfel im Septem-

ber ist also nicht statistisch signifikant.

3.2. ELISA-Testergebnisse

3.2.1. Ergebnisse des Tests der Firmavitro

Es wurden 190 Seren mit dem Testsatz von invitfdgd und IgA Antikérper gegen Ente-
roviren getestet.

Ein einziges Serum war positiv in Bezug auf IgM ikétper. Dieses Serum war ebenfalls

positiv fir IgA Antikdrper.

Tab. 2: Jahreszeitliche Verteilung der ELISA-Testegebnisse von invitro

Getestete | Positive | IgM IgA | IgA+IgM | Grenzwertige | Negative
Seren Seren | positiv | positiv | positiv Seren Seren
Jan 13 2 0 2 0 1 10
Feb 15 3 0 3 0 4 8
Mar 16 1 0 1 0 4 11
Apr 13 1 1 1 1 3 9
Mai 10 2 0 2 0 1 7
Jun 18 1 0 1 0 4 13
Jul 12 4 0 4 0 0 8
Aug 21 3 0 3 0 3 15
Sep 19 4 0 4 0 1 14
Okt 27 1 0 1 0 1 25
Nov 10 2 0 2 0 1 7
Dez 16 3 0 3 0 2 12
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Bei der Suche nach IgA Antikdrpern fand der Tegtsain invitro 27 positive Seren, wovon
eines auch ein positives Ergebnis im IgM-ELISA datt

25 Seren hatten mindestens ein grenzwertiges g lgh Ergebnis und bei 139 Seren wa-
ren beide Ergebnisse negativ.

Die jahreszeitliche Verteilung der Einsendedaten Ri®ben mit Ergebnissen ist irab. 2

dargestellt.

3.2.2. Ergebnisse des Tests der Firmarofem

Mit dem Testsatz von Virofem wurden 193 Seren givf lind IgA Antikorper gegen Entero-
viren getestet. Bei zwei Seren war des TestergdbnigM positiv und bei 31 war es fur IgA
positiv. Es wurde kein Serum gefunden, dal’ sowiahigM als auch fur IgA positiv war. Bei
18 Seren war mindestens ein Ergebnis grenzwertigoen143 Seren waren beide Ergebnisse
negativ. InTab. 3 ist die jahreszeitliche Verteilung der Einsendedamit den ELISA-
Testergebnissen von Virofem dargestellt.

Der Testsatz der Firma Virofem fand zwei IgM Antigér positive Seren, die beide IgA An-

tikbrper negativ waren.

Tab. 3: Jahreszeitliche Verteilung der ELISA-Testegebnisse von Virofem

Getestete | Positive | IgM IgA | IgA+IgM | Grenzwertige | Negative
Seren Seren | positiv | positiv | positiv Seren Seren

Jan 13 3 0 3 0 1 9

Feb 14 3 0 3 0 0 11
Mar 16 4 0 4 0 0 12
Apr 12 2 0 2 0 1 9

Mai 10 2 0 2 0 2 6

Jun 17 0 0 0 0 2 15
Jul 13 3 1 2 0 0 10
Aug 23 3 0 3 0 3 17
Sep 20 5 1 4 0 3 13
Okt 29 2 0 2 0 2 25
Nov 10 2 0 2 0 2 6

Dez 16 4 0 4 0 2 10

3.2.3. Ergebnisse des Tests der Firmdrotech
375 Serumproben wurden mit dem Testsatz der Firmaeéh auf IgM und IgA Antikorper

getestet.
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14 dieser Seren waren IgM positiv, 17 waren IgAigposind 3 waren sowohl IgA als auch
IgM positiv, also hatten 28 Seren mindestens lesigositives Ergebnis. Bei 30 Seren war
mindestens 1 Ergebnis grenzwertig, was keine geAaissage dartber zulasst, ob die ent-

sprechenden Antikoérper im Serum vorhanden sind oidét. .

Tab. 4: Jahreszeitliche Verteilung der ELISA-Testegebnisse von Virotech

Getestete | Positive | IgM IgA | IgA+IgM | Grenzwertige | Negative
Seren Seren | Positiv | Positiv | positiv Seren Seren
Jan 26 3 3 2 2 0 23
Feb 27 1 0 1 0 3 23
Mar 31 2 1 1 0 2 27
Apr 30 1 0 1 0 3 26
Mai 20 4 3 1 0 1 16
Jun 29 1 1 0 0 2 26
Jul 27 2 1 1 0 4 21
Aug 33 2 1 1 0 2 29
Sep 41 3 2 1 0 3 35
Okt 44 1 1 0 0 1 42
Nov 23 4 0 4 0 3 16
Dez 44 4 1 4 1 6 35

Bei 319 Seren waren beide Testergebnisse, sowolgNuals auch fir IgA, negativ.
Die Jahreszeitliche Verteilung der Testergebnissmilab. 4 dargestellt.
Bei 14 Seren wurden mit dem Testsatz der Firmat®@to IgM Antikdrper gefunden. Bei 3

dieser Seren wurden auch IgA Antikorper gefunden.

3.2.4. Testergebnisse im prozentualen Uberblick

Zum Uberblick tber die jahreszeitliche Verteilungr gositiven Testergebnisse wurde eine
Grafik erstellt, in der die positiven Ergebnissezantual zur Gesamtmenge der untersuchten
Seren in einer jahreszeitlichen Verteilung dardiesterden @bb. 8).

Aufgrund der geringen Anzahl der positiven IgM Hygisse wurden die positiven IgA Ergeb-
nisse hinzugenommen (s. dazu auch Kap. 1.2.). Sbeerdenen sowohl IgA als auch IgM
positiv war, wurden nur einmal gewertet. Bei deh d@m Testsatz der Firma invitro geteste-
ten Seren fand sich in 14 % ein positives Ergelivis.den Testsatzen der Firmen Virofem
und Virotech fanden sich entsprechend 17 % (Virgfemwv. 8 % (Virotech).
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Abb. 8: Positive Testergebnisse (IgM+IgA) der getésten EV-ELISA-Testsatze in Prozent der gesamte mit

dem entsprechenden Test untersuchten Seren

3.2.5. Statistik der Testergebnisse

Bei der statistischen Auswertung der positiven Igied IgA -Ergebnisse (Abl8) mit dem
v>-Test konnte keine signifikante Abweichung von @eichverteilung in der jahreszeitli-
chen Verteilung gefunden werden. Eine Abweichung @er Gleichverteilung hatte eventuell
zeigen konnen, ob positive IgM-Ergebnisse mit dekamnten jahreszeitlichen Haufung von
Enterovirusinfektionen zusammenhangen. Bei 11 Eisigraden betrug def-Wert fir die
Ergebnisse mit dem Testsatz von invitro 6,33, férrgebnisse mit dem Testsatz von Viro-
tech 7,14. Ab einem Wert von Uber 19,68 ware eigafkante Abweichung von der Gleich-
verteilung vorhanden gewesen. Bei den Ergebnissedem Testsatz von Virofem ergab sich
bei 10 Freiheitsgraden (aufgrund von fehlendemtjvesi Ergebnis in einem Monat) ejf-
Wert von 6,63, wobei ab einem Wert von Uber 18,8& signifikante Abweichung von der
Gleichverteilung bestanden hatte. Somit findet siehden Ergebnissen von allen Testsatzen
keine jahreszeitliche Verteilung, die mit der baki@am jahreszeitlichen Haufung von Entero-

virusinfektionen zusammenhangt.
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3.2.6. Testergebnisse von Proben, die mit allen dréestsatzen untersucht wurden

Unter den getesteten Seren war kein Serum, daallbai drei Testsatzen ein positives IgM
oder IgA Ergebnis gezeigt hat. Unter den positilg Ergebnissen ist auch dann kein tber-
einstimmendes Testergebnis zu finden, wenn man kelebige der drei Testsatze miteinan-
der vergleicht. Anders bei positiven IgA ErgebnmssBort zeigen die Testsatze von invitro
und Virofem bei 13 Seren (Insgesamt 27 positiveeBngsse bei invitro und 31 bei Virofem)
mit positivem IgA Ergebnis eine Ubereinstimmungi Bwitro und Virotech (Bei Virotech
insgesamt 4 positive Ergebnisse) ist lediglich g@meinsam positives IgA Testergebnis zu

finden und bei Virofem und Virotech kein einzigdsl. 5).

Tab. 5: Vergleich der Testergebnisse aller Serenjelimit allen Testsatzen getesteten wurden (186 Saje

Testsatze IgM positiv | IgM grenzwertig | IgM negativ | IgA positiv | IgA grenzwertig | IgA negativ
Nur invitro 1 8 177 27 16 143
Nur Virofem 2 6 178 31 11 144
Nur Virotech 5 3 178 4 10 172
Bei allen Tests ge- 0 0 162 0 0 118
meinsam
invitro und Virofem 0 0 169 13 0 124
gemeinsam
invitro und Virotech 0 0 169 1 3 135
gemeinsam
Virofem und Virotech 0 1 171 0 0 135
Gemeinsam

3.2.7. Vergleich der Testsatze mit anderen Methoden

Aufgrund von Zweifeln an der Funktionsfahigkeit deestsatze, wurden weitere Untersu-
chungen vorgenommen, um die FunktionsfahigkeitTaestsatze zu Uberprifen. Hierflr wur-
den die Ergebnisse von bisher etablierten Untersugstechniken, dem Enterovirus-

Nachweis und dem Neutralisationstest, mit den Hrgslen der ELISA-Testsatze verglichen.

3.2.7.1. ELISA-Testergebnisse aus Serumproben vomatfenten mit Enterovirus-

Nachweis
Zunachst wurden die Testsatze bei Seren angewagidienen friilher im Rahmen der Routi-
nediagnostik bereits eine Enterovirusisolation ggéan war. Es handelte sich dabei nicht um

Seren von Patienten, bei denen eine Myokarditiefalids wurde davon ausgegangen, dal} in
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den meisten dieser Seren IgM-Ak nachweisbar sdltespwenn bei symptomatischen Pati-
enten eine Virusisolation erfolgt war.

Dieser TestTab. 6) wurde nur mit den Testsatzen von Virofem undo¥éich durchgefihrt,
da von den Testsatzen der Firma invitro fur dieBestdurchgang nicht mehr geniigend Mate-
rial vorhanden war und kein weiteres zur Verfugatand.

Es zeigen sich nur sehr wenig positive Ergebnissk keine Ubereinstimmung der beiden
Testsatze.

Tab. 6: Testergebnisse des Virotech und des VirofeELISAs bei Seren mit

Nachweis von Enteroviren (Optische Dichte umgerechat nach in Kap. 2.2.4. beschriebener Methode)

Material Isoliertes Virotech Virotech Virofem Virofem
Virus IgM IgA IgM IgA
75-8373 E25 0,3 0 0,3 0,1
76-2034 CB4 0,4 0,4 0 0
76-2206 V CA9 0,3 0,1 0,6 0,2
76-2219 | CB5 0,3 0,1 0 0
76-2292 I CB5 2,1 0,2 0 0,3
77-821 11 CA9 0,2 0,2 0 0,2
77-1568 Il EV 0 0 0 0,1
78-1354 1l CA9 0,1 0,2 0,3 0
78-2467 CA9 0,3 0,1 0,3 0
78-2476 V CA9 1,5 0,3 0,7 0,1
78-2493 |l CB3 0,3 0,2 0 0
78-2553 Il EV 0,5 0,3 0,2 0,5
78-2650 Il EV 0 0 0 1,4
81-4453 I Echo 31 0,4 0,5 0 0,7
81-5435 | CA9 0,6 1,2 0,2 0,1
82-2828 Il E9 0,2 0 0,1 0,1
83-3551 Il EV 0,7 1,5 0,2 0,5
84-4369 Il CB4 0,7 2 0 2,1
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Tab. 7a: Testergebnisse aller Testsatze bei Sereiit positivem IgM Coxsackie-B2/3/4-NT Titern.
Grenzwertige (0,9-1,1) und positive (>1.1) Ergebrse der ELISA"s sind dick geschrieben.
(ELISA Ergebnisse: Optische Dichte umgerechnet nacim Kap. 2.2.4. beschriebener Methode
NT Ergebnisse: Angabe der letzten Zahl des Titersimer Serumsverdinnungsreihe)

Material- IgM IgM IgM IgM IgM IgM
Code Virotech Virofem Invitro NT-B2 NT-B3 NT-B4
86/00308 0,1 0,1 0,6 8 0 0
85/03980 0,2 0,4;0,3 1,1:0,9 - - 8
85/04221 0,8 0,1 1 0;0 0;0 8,0
85/04249 0,5 0,3 0,7 0;0 0;0 8,0
85/04740 0,3 0,3 1 8:8:8:8;8 0;0;0;0 0;0:0;0
86/00089 0,2 0,3 0,8 8,0 8 8
86/00699 0,1 0,3 0,9 - - 8,0
86/00838 0,2 0,8 1,1 - - 8;8;8;8
86/02661 0,3 0,2 0,7 - - 8
86/03506 0,1 0,2 0,8 - - 8
86/04092 0,4 0,4 0,9 8;8;8 - 8;8;8;8
86/06563 0,8 0,2 0,8 - - 8,0
86/08440 19:1,6 1,0:1,0 1,8:1,6 - 32;32;32;32 0;8;0;8
87/10313 0,1 0,3 0,7 - 8 -
88/02255 0,2 0,1 0,5 8 - -
88/10245 0,3 0 0,3 0;8 - -
88/12965 0,4 0,3 1,1 0 - 16
88/13035 0,2 0,1 0,2 8 - 0
89/00034 0,4 0,3 0,9 - - 16
90/05371 0,2 0,2 0,5 - 8 -
90/06203 0,1 0,7 1,1 - 8 0
90/10083 1,7:21 0,3;0,1 0,6;0,6 16 - 0
91/01908 0,4 0,3 1,1 - - 16
91/02071 0,0;0,1 0,1;0,0 0,3;0,2 32 - -
91/04618 0,6 0,3 0,7 8 0 0
93/00287 0,3 0,3 1 - - 8
93/04171 0,1;0,3 0,1;0,0 0,3;0,3 - - 32
93/14897 0,1 0,1 0,6 16 - -
94/09601 0,3 0,4 0,5 - 8 -
95/06310 1,7:3,0 0,1;0,1 3,4:3,3 0 64 0
96/10908 0,2;0,3 0,1;01 0,6;0,6 32 - -
96/11426 0,2 0,1 0,6 8 - -
97/00387 0,2 0,2 0,7 16 - -
97/01812 0,6 0,3 0,8 - 0 8
97/02648 0,2 0,1 0,8 - - 16
97/05358 0,1 0,2 0,5 16 - -
97/07593 0,1 0,3 0,5 - - 16
97/08638 0,2 0,1 0,7 8 - -
97/08760 0,1 0,2 0,6 - - 8
97/10842 0,7:;0,9 0,3;0,3 1,2:1,0 8 - -
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3.2.7.2. ELISA-Testergebnisse aus Serumproben mibpitivem Befund im Coxsackie-

IgM Antikorper-NT
Um die Testsatze mit einer etablierten Methodikveugleichen, welche genauso wie die
Testséatze ebenfalls Antikdrper im Serum nachweksem, wurden neben den zuvor erwahn-
ten Seren auch Seren getestet, in denen im Rahendodtinediagnostik IgM-Antikdrper
gegen Coxsackieviren mit der in der Virologie destds-Liebig-Universitat verwendeten
Nachweismethode fir Antikdrper gegen Coxsackieyiam Neutralisationstest, gefunden
worden waren. Hierflr konnte mit jedem der dreit$&ze ein Testdurchgang durchgefihrt
werden. Teilweise war aufgrund von Zweifeln an &egebnissen eine Doppeltestung durch-
gefuhrt worden, wobei beide Ergebnisse in die Tab@lab. 78 eingetragen wurden. Bei
Doppeltestung wurde ein Ergebnis von negativ aghzuertig getestet und ein anderes von
positiv auf grenzwertig. Die anderen Doppeltestunigestatigten das vorangehende Ergebnis.
Wie in Tab. 7a ersichtlich finden die ELISA-Testsatze nur beieemSerum alle drei ein an-
nahernd positives Ergebnis (2 Testsatze positiveregrenzwertig) und bei einem weiteren
Serum sind die Ergebnisse von zwei TestsatzeniypoBii einigen Seren wurden zur Kon-
trolle Mehrfachtestungen durchgefuhrt. Deshalb dmdich an einigen Stellen der Tabelle
mehrere Werte.
Bei allen anderen der insgesamt 40 Seren kommermwanige positive oder grenzwertige
Ergebnisse vor. Zur besseren Ubersicht wurde nimehTeabelle, die die Anzahl der Uberein-
stimmungen der positiven Ergebnisse zwischen desthimdenen Testsétzen zeigalh. 7b).
Die positiven Testergebnisse der Firmen Virotectl imvitro zeigen zwar eine Ubereinstim-
mung in 2 von 3 Féallen, im Vergleich zu den positivErgebnissen der Neutralisationstests
lasst sich nur eine Ubereinstimmung mit den hohdieerergebnissen bei Testung auf IgM
Antikorper gegen Coxsackievirus B3 feststellen.
Dies lasst zumindest Zweifel daran aufkommen, desg estsatze Antikdrper gegen samtli-
che Coxsackieviren, geschweige denn Enterovirehwaisen kdnnen.
Zwar weil3t der Neutralisationstest jeweils nur Adtper gegen einen Serotypen der Entero-
viren nach, aber die in dieser Arbeit verwendetageBnisseTab.7a) sind zuverlassig, zumal
sie in der Routinediagnostik mit dem Goldstandagg @oxsackievirusantikbrpernachweises,
dem Neutralisationstest mit Ultrazentrifugatiomhayen wurden. An diesen Ergebnissen be-

steht kein Zweifel.
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Tab. 7b: Ubereinstimmung der positiven Testergebnie der verschiedenen Testsétze

bei Seren mit positivem IgM Coxsackie-B2/3/4-NT

Testsatze Anzahl der positiven Ergebnisse
invitro 2
Virofem 0
Virotech 3
Bei allen Tests gemeinsam 0
Bei invitro und Virofem gemeinsam 0
Bei invitro und Virotech gemeinsam 2
Bei Virofem und Virotech gemeinsam 0
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4. Diskussion

4.1. Alters- und Geschlechtsverteilung

Es konnte in dieser Untersuchung keine statissgghifikante Abweichung der Altersstruktur
der Patienten mit Myokarditis von der der GieReBevdlkerung gezeigt werden, unabhangig
davon, ob die Myokarditis viral ausgeldst wurderogiee andere Ursache zugrunde lag. Zwar
sind in absoluten Zahlen angegeben die Erkrankuigeler Altersgruppe zwischen 20 und
39 Lebensjahren am héchsten, so dald man geneigidet den Untersuchungsergebnissen
einer Studie mit neuseelandischen Patienten anleefSeh (83Lau), welche eben in dieser
Altersgruppe auch die meisten durch Coxsackie BervViausgelosten kardialen Symptome
gefunden hatte. Jedoch ist auch in der gesundedllBaung diese Altersgruppe bei der Gie-
Bener Bevolkerung am starksten vertreten, so daiklesverwunderlich erscheint, wenn un-
ter den untersuchten Patienten diese Altersgruppsrsticht.

Obwohl laut Literatur bei Neugeborenen eine Myokardbei einer Infektion mit Coxsackie-
viren relativ haufig und auch mit schwerwiegendesgmptomatik vorkommt (73Gea z.n.
80Wo00), zeigte sich in dieser Untersuchung auchdlesier Gruppe keine Haufung. Mannli-
che Patienten waren jedoch, wie bereits zuvor betwn (69Gri z.n. 80Woo, 68Sai z.n.
80Wo00), auch im Vergleich zur Allgemeinbevoélkerumg 58 % deutlich haufiger betroffen
als Frauen, obwohl Manner in der Giel3ener Allgetm@nilkerung nur 48 % ausmachten.

Die Pravalenz von Myokarditiden lag bei dieser Wsiiehung mit 492 Patienten aus einer
Bevolkerung von 80609 bei ungefahr 0,6 %. In amuéfatersuchungen wird eine Pravalenz
zwischen 2,5 % und 5,0 % angegeben (47Gor z.n. 8WoSte z.n. 80Woo, 79Ban z.n.
80Wo00). Jedoch sind die 0,6 % im Vergleich zu dender Literatur angegebenen Zahlen nur
wenig aussagekraftig, weil hierbei nicht die gesaBevolkerung Giel3en untersucht wurde,

sondern nur behandlungsbedirftige Patienten imeifetraum von 6 Jahren.

4.2. Verteilung des Erkrankungsbeginns

Die gefundene Verteilung des Erkrankungsbeginnsidarsuchten Patienten Gber die Mona-
te (Abb. 5) laRt zun&chst eine Haufung der Myokarditiden verdde Sommer bis Anfang
Winter vermuten. Jedoch war die Verteilung, wermisidie einzelnen Jahre unterteilt wurde
(Abb. 6) sehr unregelmaRig und ergab verschiedene jalitlesme Gipfel fur jedes Jahr. In
der statistischen Auswertung liel3 sich keine sigaifte Abweichung zur Gleichverteilung
nachweisen. Bei anderen Untersuchungen war aukitgeatur (Abb. 9 73Sch) eine deutli-

chere Abgrenzung gefunden worden. Dabei war unigkiskrditispatienten und Patienten mit
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Pleuraergul3 nach IgM-Ak gegen Coxsackieviren nsites Neutralisationstestes gesucht
worden (73Sch). Ibb. 9 lasst sich die Vermutung, dal3 Myokarditiden hadfigch Entero-
viren verursacht werden, gut nachvollziehen, deerHdufung der Myokarditiserkrankungen
stimmen in etwa mit der bekannten jahreszeitlicHanfungen von Enteroviruserkrankungen
Uberein. Die Verteilung dieser Falle weicht audtistisch signifikant von der Gleichvertei-
lung ab, denn deg>-Wert betragt bei 11 Freiheitsgraden fiir alle Paée 49,44 und fur die
Patienten mit IgM 24,64. Eine Abweichung von deei@iverteilung ist mit 5 prozentiger

Irrtumswahrscheinlichkeit ab einegfWert von 19,86 signifikant.
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Abb. 9: 297 Patienten mit kardialer Symptomatik unt  erteilt nach Patienten mit IgM
gegen Coxsackie B Viren und allen Patienten mit kar  dialer Symptomatik
(Daten aus 73Sch)

Bei den in dieser Arbeit untersuchten Fallen konnteGegensatz dazu keine signifikante

Verteilung gefunden werden.

4.3. Verteilung des Einsendedatums

Das in der Verteilung des EinsendedatuAbh( 7) gefundene Maximum im September,

scheint zunachst zu einer méglichen Verursachumghdinteroviren zu passen. September
als Maximum wirde zu den in der Literatébfp. 9 73Sch, 02Doe, 01Fie) angegebenen Zeit-
raumen, in denen Enterovirusinfektionen gehauftreighn, passen. Schmidt findet eine Hau-
fung der durch Coxsackieviren verursachten Plegisse und Myokarditiden von Herbst bis

Januar (73Sch). Fields beschreibt in der 3. Aufleige Untersuchung der CDC (Centers for
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disease control) von 1970 bis 1983 mit Uber 23Ni@dsisolierungen, meist bei meldepflich-
tigen Meningitispatienten in den USA. Dabei fanthseine 6 bis 7 mal héhere Rate an Virus-
isolierungen zwischen Juni und Oktober mit einempf&@iim August im Vergleich zu anderen
Monaten (96Fie). Somit kann man mit hoher Sichérdavon ausgehen, dafl} die Erkran-
kungsspitze der durch Enteroviren verursachten kaiten im Spatsommer ist. Jedoch zeigt
sich in der Statistik fur diese Studie keine sidgaiite Haufung, weder fir den Spatsommer

noch fiir das Jahresende.

4.4. ELISA-Testergebnisse

4.4.1. Ergebnisse der Testséatze einzeln betrachtet

Bei den Ergebnissen mit dem Testsatz der Firmaronwiurde nur ein positives IgM Ergebnis
aus 190 getesteten Seren gefundlah( 1). Dieses Ergebnis entspricht nicht dem erwarteten
Ergebnis der Verteilung der durch Enteroviren vesiahten Myokarditiden. Es wirde bedeu-
ten, dal3 fast alle der untersuchten Myokarditisfaicht auf eine akute Enterovirusinfektion
zuriickzufihren sind.

Werden die positiven IgA Ergebnisse noch hinzuganem was wie unter Kapitel 1.2. be-
schrieben sinnvoll sein kann, dann ergibt sich &adeilung wie inTab. 1 und Abb. 8 dar-
gestellt ist. Man findet keinen statistisch sigrafiten Gipfel in der jahreszeitlichen Vertei-
lung.

Der Testsatz der Firma Virofem fand unter 193 detem Seren nur zwei positive IgM-
ErgebnisseTab. 3). Zusammen mit den positiven IgA Ergebnissen wartlé % der unter-
suchten Seren fir positiv gefunden. Die Verteilisign Tab.3 und Abb. 8 dargestellt. Man
findet ebenfalls keinen signifikanten Gipfel.

14 der 375 mit Virotech getesteten Seren hatteitiy®&rgebnisse bei der Untersuchung auf
IgM Antikorper. Die meisten IgM positiven Seren wan im Januar und im Mai gefunden
(Tab. 4). Positive IgM oder IgA Ergebnisse wurden bei 8ét untersuchten Seren gefunden.
Die jahreszeitliche Verteilungréb. 4, Abb. 8) zeigt drei nur gering Uber den restlichen Er-
gebnissen liegende Gipfel: im November bis JarimaMai und im September, die allerdings
nicht statistisch signifikant sind.

Zusammenfassend zeigten die Testergebnisse kéio#terjahreszeitliche Verteilung, die der
in der Literatur beschriebenen (02Doe, 01Fie) \flerig der durch Enteroviren ausgeldsten

Erkrankung in den gemaligten Klimazonen ahnelt.
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4.4.2. Vergleich Testergebnisse der drei Testsatze

Bei 186 Seren wurde mit allen drei Testsatzen fe dintersuchung auf IgM- und IgA-
Antikorper durchgefihrt. 162 dieser Seren warenatien drei Testsatzen IgM negativ. Dies
entspricht ungefahr 87 % der gesamten Ergebnisgelgh negativen Ergebnisse stimmen
bei 63 % der auf IgA getesteten Seren Uberein.

Keine der untersuchten Serumproben reagierteen ditei Tests Ubereinstimmend positiv.
Eine Ubereinstimmung zeigt sich nuwenn die IgA Testergebnisse der Testsatze dereffirm
invitro und Virofem verglichen werden. Beide venden hitzeinaktiviertes Antigen von Cox-
sackievirus B5, was zumindest beim Test auf IgAiTper eine Ubereinstimmung in knapp
50 % zeigt. Beim Test auf IgM-Antikorper zeigtere &eine Ubereinstimmenden Ergebnisse
(s.Tab. 5).

Dies lasst Zweifel an der Funktionsfahigkeit dest§atze aufkommen, denn es war zumin-
dest eine weitgehende Ubereinstimmung erwartetevordhnliche enterospezifische ELISAs
waren in der Literatur (92Bom, 93Swa) als hochderder verla3lich beschrieben worden.

Mit den bisher vorliegenden Ergebnissen konnteedieststellung nicht bestatigt werden.

4.5. Vergleich der ELISA-Ergebnisse mit anderen Mdtoden
4.5.1 Virotech und Virofem ELISA-Testergebnisse aus Serumproben von Patienten

mit Enterovirus-Nachweis

In 13 Féllen der 18 Seren, bei denen Enteroviremgewiesen worden waren, stimmen die
far IgM und IgA gefundenen Ergebnisse Uberein. dadaur in einem dieser Falle war ein
positives Ergebnis gefunden worden. Die restlicheRalle zeigten positive Ergebnisse bei
IgM oder IgA, jedoch nur jeweils in einem der beideerwendeten Testséatze, wohingegen der
andere Testsatz keine Antikérper finden konnte. @hereinstimmendes positives Ergebnis
von 6 Fallen, bzw. von 18 Féllen (davon ausgehdn8, die Testsatze eigentlich bei jedem
der Seren Antikdrper nachweisen sollten) ist nmlftiedenstellend. Die Sensivitat der Test-
satze erscheint bei diesen Ergebnissen im Gegemnsatzteratur (92Bom, 93Swa, 90Sam)

mangelhatft.
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4.5.2. ELISA-Testergebnisse aus Serumproben mit pitivem Coxsackie-lgM-Anti-
korper-NT
Der Neutralisationstest hatte im Rahmen der Rodiagmostik in der medizinischen Virolo-
gie der JLU-GielR3en durch erfahrenes Personal b&8etbn neutralisierende IgM-Antikdrper
gegen Coxsackieviren der Gruppe 2, 3 oder 4 gefurider Testsatz der Firma Virofem wies
in keinem dieser Seren IgM-Antikérper nach. Nueinem Fall wurde ein grenzwertiges Er-
gebnis gefunden.
Das Testsatz der Firma Virotech hatte bei 3 deiSéfen ein positives Ergebnis fur IgM-
Antikdrper und bei 1 Serum ein grenzwertiges Ergebn
2 1gM positive Seren und 10 IgM grenzwertige Semeinden durch den Test der Firma invitro
gefunden.
Auch dieser Testdurchgang weckt berechtigte Zwedbldie im Handel angebotenen Test-
satze zum Nachweis von Antikérpern gegen Enterovieeignet sind, zumal alle drei Test-
satze auf einem sehr &hnlichen Testprinzip (basieaeif 92Bom) beruhen.
McCartney beschreibt 1986 eine Versuchsreihe, beieth Coxsackie-B-Virus IgM ELISA
mit NT Ergebnissen verglichen wird. Dabei wurdeeeibereinstimmung beider Testverfah-
ren in ungefahr 90 % gefunden, wenn der NT-Titéf3gr oder gleich 1:256 war. Zusatzlich
wurde dabei noch zwischen monotypischer und hegfgisather Ubereinstimmung unterschie-
den. So war die Ubereinstimmung bei monotypisclgdh Antikorpern (bei positiven Tester-
gebnissen gegen den gleichen Serotyp in beidenéréstren) bei 30 % (86Mcc).
Bei den Ergebnissen dieser Untersuchung konnteléieeeinstimmung in maximal 7,5 % ( 3
von 40 bei Virotech ) gefunden werden, wobei sigrdei keine Seren mit einem Titer von
1:256 oder hoher fanden, sondern nur Seren mitreifiger bis maximal 1:64 vorhanden wa-
ren.
Die Unterschiede dieser Ergebnisse kdnnen versehéetlrsachen haben. Zum einen kom-
men die unterschiedlichen ELISA Verfahren in Frag@gn anderen mag es daran liegen, dafl3
in der vorliegenden Studie nur Seren mit niedrigérggern im NT verwendet wurden, jedoch
sollten auch bei solchen Seren keine so relevadtearschiede zwischen den untersuchten
Testsatzen vorhanden sein, denn auch bei niedfigem sollten geeignete Testverfahren
Ubereinstimmend positive oder zumindest grenzwerkiggebnisse zeigen. Wenn sie dies
nicht tun sind sie dem NT-Verfahren deutlich urggén oder prinzipiell nicht fahig\ntikor-

per zuverlassig nachzuweisen.
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In einer anderen Studie (92Bom) wurde ein ELISA,deam die Testsatze, welche fiir die vor-
liegende Studie verwendet wurden, basieren, im gty zur Komplementbindungsreaktion
als verlaRYlich in der serologischen Enterovirusdasgik befunden. Dabei wurden 19 Entero-
viruspatienten mit dem ELISA auf IgA, IgM und IgGtersucht und mit zwei Kontrollgrup-
pen verglichen. Wie bereits erwahnt, konnte in\aetiegenden Studie weder eine Uberein-
stimmung zwischen den verschiedenen Testsatzeh, gine Ubereinstimmung mit den Er-
gebnissen des Neutralisationstests, welcher dedeeitGoldstandard in der Enterovirusdi-
agnostik ist, gefunden werden. So kann die vorhdgeStudie die getesteten Testsatze nicht
als verla3lich in der serologischen Enterovirusadasgik bezeichnen. Das in den getesteten
Testsatzen verwendete Antigen wurde im VergleichleuStudie von Boman (92Bom) noch
verandert. Neben Antigen von Coxsackievirus B5 wuwrdsétzlich noch Antigen von Echovi-
rus 24 verwendet, um ein groR3eres Spektrum vonr@nten erfassen zu kénnen. Antikérper
gegen Coxsackieviren der Gruppen B2, B3 und B4 tendurch diese Testsatze jedoch nur
gelegentlich und bis auf zwei Falle (siehab. 7) nur von einzelnen Testsatzen als sicher po-
sitiv erkannt werden. Moglicherweise kdnnen Antp&@r gegen diese Viren nicht von den
verwendeten Testsétzen erkannt werden, was alggrdircht aus den Testbeschreibungen
hervorgeht, oder die Sensitivitat des ELISA entdpgrdem des NT nur in ungenigendem Ma-
Re.

Bei fehlender Ubereinstimmung der Testsatze |4t auch kein Testsatz herausziehen, von
dem man sagen konnte, dal3 er besser funktionekeabnderen beiden.

Als Resultat bleibt leider, dal’ keiner der getesteiestsatze fir eine Routinediagnostik bei
Verdacht auf Myokarditis oder anderen enteroviedibgten Erkrankungen eine verlafiliche

Aussage zum Infektionsstatus des untersuchtenrBatienachen kann
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5. Zusammenfassung/Abstract

In der vorliegenden Studie wurden drei kommeraaljebotene Testsétze zur Erkennung von
Antikdrpern gegen Enteroviren nach der Methodeidesekten ELISA verwendet, zunachst
um Seren von Patienten mit Verdacht auf Myokarditisuntersuchen. In Anbetracht der da-
bei gefundenen Ergebnisse kamen Zweifel an der ttansféahigkeit der Testséatze auf, weil
die Ergebnisse der Testsatze untereinander in ke#aese Ubereinstimmten. Deshalb wurde
von dem urspringlichen Ziel — die Haufigkeit undrtédung von Enterovirusinfektionen bei
Myokarditiden — abgewichen, und stattdessen ankandKontrollgruppen die Funktionsfa-
higkeit der Testsatze Uberprift. Dies wurde zunerimit Seren von Patienten durchgefuhrt,
bei denen aus Stuhlproben oder Rachenabstrichegrduiren isoliert worden waren, und
zum anderen mit Seren, bei denen im Rahmen deiiriedidgnostik bereits mit dem Neutra-
lisationstest IgM Antikdrper nachgewiesen wordemema Dabei wurde festgestellt, daf3 die
Testsatze nur bei wenigen der gerade beschrielf®amn Antikdrper nachweisen konnten,
und dald die Ergebnisse der Testsatze, wie benaitsr Zestgestellt, untereinander fast nie
Ubereinstimmten. Das Resultat war, dal3 keiner detsatze fir die Routinediagnostik geeig-
net ist, weil die Ergebnisse nicht verlal3lich siadtgegen den in der Literatur beschriebenen
ELISAs.

Abzuwarten bleibt, ob diese Méngel behoben werdemé&n (Virotech hat den Testsatz be-
reits weiter bearbeitet) und der in der Routinedasgik nur miihsam und langsam durchfihr-

bare, serotypspezifische Neutralisationstest aBgalérden kann.

In the present study three commercially availablt kits for the detection of antibodies to
enteroviruses, using the indirect ELISA method,emvased to test serum samples of patients
with symptoms signalizing myocarditis. The evaloatof the results raised doubts about the
reliability of these commercial tests because éselts were discordant in nearly all cases. We
therefore decided to change the purpose of theyswidgich originally was to investigate the
frequency and distribution of enteroviral infecoduring myocarditis. Instead the reliability
of the used test kits was tested for by using pgmeele serum samples of different control
groups.

One of these control groups were patients from wharenterovirus had been isolated from a
fecal specimen or throat swab. The other controugy in course of the routine diagnostics,

had shown IgM antibodies to an enterovirus by dsereutralisation assay.
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The test kits investigated could detect antibodiesnly a few of these samples. In addition,
also in these control groups the results of theethest kits were discordant in nearly all cases.
This leads to the conclusion that none of thedekitssare suitable for routine diagnostics.
Obviously, they are not able to achieve appropmeselts, whereas the ELISAs for detection
of enteroviral antibodies described in the literatmave been claimed to function well.
Hopefully, the defects can be eliminated in neaurti (Virotech, to our knowledge, already
worked on their test). As long as this is not thse; the ELISAs are not qualified to replace
the time-consuming and laborious serotype-speo#diatralisation assay, which is currently in

use for the detection of enteroviral antibodies.
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