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1. Einleitung -1-

1. Einleitung

1.1. Herpesviren

In der Familie der Herpesviren sind bei Mensch und Tier weltweit ca. 100
verschiedene Arten von Viren zu verzeichnen. Wirbeltiere aber auch Eidechsen
und Fische koénnen den Herpesviren als Wirt dienen. Herpesviren sind
doppelstrangige, behlllte DNA-Viren. Beim Menschen sind acht
unterschiedliche Familien von Herpesviren bekannt.

. HHV-1 = Herpes simplex-Virus Typ 1 (HSV-1), Subfamilie:
Alphaherpesviridae; Erreger des Herpes labialis sowie anderer
Infektionen im Kopf- und Gesichtsbereich (hauptsachlich orale und
okulare Lasionen), im schlimmsten Fall kann eine Enzephalitis auftreten.
Dies stellt zwar eine seltene Komplikation dar, kann aber, wenn sie
unerkannt bleibt, zum Tod fuhren.

J HHV-2 = Herpes simplex-Virus Typ 2 (HSV-2), Subfamilie:
Alphaherpesviridae; Erreger des Herpes genitalis, Uberwiegende
Eintrittspforte dieser Erkrankung ist die Genitalschleimhaut, seltener der
orale Bereich. Dieser Virustyp ruft genitale und anale Lasionen hervor
und kann Erreger des Herpes neonatorum sein, was fur das
Neugeborene eine erhebliche Gefahr darstellen kann, da ebenfalls eine
Enzephalitis mit schwersten Folgen entstehen kann. Das Neugeborene
infiziert sich durch den bestehenden Herpes genitalis der Mutter.

. HHV-3 = Herpes simplex-Virus Typ 3 bzw. Varicella-Zoster-Virus (VZV),
Subfamilie:  Alphaherpesviridae; Erreger von Windpocken und
Gurtelrose (Zoster). Der obere Respirationstrakt und die Konjunktiven
stellen die Eintrittspforte fur das Virus dar. Es breitet sich dann Uber die
regionalen Lymphknoten aus und gelangt im Rahmen einer ersten
Viramie in Milz und Leber. In Folge einer zweiten Viramie werden
epidermale Zellen infiziert und es entstehen die charakteristischen
multimorphen Hautlasionen. Zu diesem Zeitpunkt findet auch die
Infizierung der Zellen der Lumbosakralganglien statt. Nach Jahren der

Latenz kann es wieder zur Reaktivierung des Virus und damit zur
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Virusreplikation im befallenen Ganglion kommen. Die Schmerzen sowie
Hyper- und Parasthesien in den betroffenen Hautarealen rihren von der
Zerstorung der peripheren Nerven her. Komplikationen kdnnen dabei
auftreten, wenn das Auge (Zoster ophtalmicus) oder das Ohr (Zoster
oticus) befallen werden. Varizellen in der Schwangerschaft kdnnen ein
Problem darstellen, wenn die Schwangere Varicellen- oder Zoster-
Kontakt hatte. Es kdnnen eine Varicellen-Embryopathie oder bei
perinataler Infektion Neugeborenen-Varicellen hervorgerufen werden.

. HHV-4 = Epstein-Barr-Virus (EBV), Subfamilie: Gammaherpesviridae;
Erreger der infektidsen Mononukleose (Pfeiffersches Drlusenfieber);
aullerdem konnen Tumoren auftreten wie z.B. das Burkitt-Lymphom,
das Nasopharynxcarcinom sowie verschiedene lymphoproliferative
Syndrome bei immunsupprimierten Patienten. EBV wird durch Speichel
Ubertragen (Kissing disease). Bis zum 15. Lebensjahr wird eine
Durchseuchungsrate von ca. 40% erreicht, sie steigt dann bis zum
Erwachsenenalter noch weiter bis zu einer Rate von 80-90%. Erfolgt
eine EBV-Primarinfektion, so kann man im Blut vermehrt mononukleare
Zellen finden, die der Krankheit auch den charakteristischen Namen
gegeben haben. Verschiedenste auftretende Symptome werden nicht
durch die Infektion selbst, sondern durch die Abwehrreaktion des
Korpers hervorgerufen. So rufen vor allem aktivierte T-Lymphozyten die
in der Leber bestehenden Infiltrate hervor. Das Burkitt-Lymphom tritt in
den Industrienationen nur sporadisch auf, wahrend es sich in
Aquatorialafrika als endemischer Tumor darstellt. Die endemischen
Tumoren enthalten fast alle das Genom von EBV, wahrend bei den
sporadischen nur bei jedem flnften Tumor das EBV-Genom auftritt.

J HHV-5 = Humanes Zytomegalievirus (HCMV), Subfamilie:
Betaherpesviridae; Erreger der Zytomegalie (Speicheldrusenviruser-
krankung). Fruher wurde der Begriff der Einschlusskorperchenkrankheit
verwendet. Befallene Organe weisen die charakteristischen
Einschlusskorper auf. Durch HCMV kénnen kongenitale und postnatale

Infektionen hervorgerufen werden.
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. HHV-6 = Humanes Herpesvirus 6; Roseolovirus, Subfamilie:
Betaherpesviridae; Erreger des 3-Tage-Fiebers mit Exanthema subitum.
Das Exanthema subitum zeigt einen schnellen Fieberanstieg, gefolgt
von dem kurzzeitig auftretenden Exanthem mit Lymphknotenschwellung.
Das Virus erwies sich in Untersuchungen als vorwiegend T-lymphotrop.
Komplikationen kdnnen bei Patienten mit geschwachtem Immunsystem
auftreten.

. HHV-7 = Humanes Herpesvirus 7, Subfamilie: Betaherpesviridae; 1990
wurde aus einer In-vitro-Kultur von CD4*-Lymphozyten eines gesunden
jungen Mannes ein Virus isoliert, das mit HHV-6 zwar verwandt, aber
doch als eigenstandige Spezies davon abzugrenzen war. Es soll in
einigen Fallen das Exanthema subitum ausgeldst haben und wurde
auch vorubergehend als Erreger der Pityriasis rosea diskutiert, doch
diesem Erreger kann zum jetzigen Zeitpunkt noch kein spezifisches
Krankheitsbild zugeordnet werden (Schneweis, 2001).

. HHV-8 = Humanes Herpesvirus 8 bzw.: Kaposi-Sarkom-assoziiertes
Herpesvirus (KSHV), Subfamilie: Gammaherpesviridae; Ruft das
Kaposisarkom und B-Zelllymphome hervor. Erstbeschreiber des Kaposi-

Sarkoms war 1872 der Wiener Dermatologe Kaposi.
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1.2. Humanes Cytomegalievirus (HCMV)

1.2.1. Struktur des HCMV

Das humane Cytomegalievirus und auch die anderen Herpesviren setzen sich
aus vier unterschiedlichen Strukturelementen zusammen:

(1) Hulle (Envelope)

(2) Tegument bzw. Matrix: enthalt u.a. Proteine und Enzyme

(3) Kapsid

(4) DNA-Kern (=core)

Zu 1: Die Lipidhllle besteht aus bestimmten Membrankomponenten der
Wirtszelle und verschiedenen Glykoproteinen und schirmt das Virus nach

auflen ab.

Abb. 1: HCMV-Virionstruktur (modifiziert nach Hamprecht, 2003)

von 230 Kbp

150-200 nm

Das dominierende Glykoprotein stellt Glykoprotein-B (gB) dar. Dieses Protein
kann man auch an der Oberflache von Zellen detektieren, die mit HCMV infiziert
wurden. Aullerdem 16st es auch die Bildung von Antikérpern aus. Hat bereits

eine Primarinfektion stattgefunden und das Virus wird im Zusammenhang mit
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einer rekurrenten Infektion reaktiviert, so sind anti-gB-Antikorper sofort prasent.
Bei einer Primarinfektion ist gB im Gegensatz dazu erst nach einer
Latenzphase von ca. 50-100 Tagen nachweisbar. Diese Tatsache kann zur
Unterscheidung einer Primarinfektion bzw. einer Reaktivierung herangezogen
werden (Schoppel et al., 1997; Britt und Mach, 1996).

Ein weiteres wichtiges Glykoprotein stellt Glykoprotein H (gH) als Ligand von
Wirtszellrezeptoren dar. Sowohl gB als auch gH kénnten Komponenten eines
Impfstoffs sein. Plotkin schlagt die Kombination von gB, pp65 und IE1 als
Schutz gegen eine HCMV-Infektion vor. Ob gB-spezifische Antikorper alleine
einen ausreichenden Schutz bieten, wird in Birmingham getestet werden
(Plotkin, 2002). Weitere identifizierte Glykoproteine sind gL und gM, es wurden
auBerdem noch zusatzliche Glykoproteine analysiert, deren Funktion aber noch
nicht vollstandig geklart ist (Britt und Mach, 1996).

Zu 2: Das Tegument befindet sich zwischen dem Kern und der Hdlle. Es enthalt
viele verschiedene Proteine und Enzyme. Ein bedeutsames Matrixprotein stellt
das pp65 (ppUL83; lower Matrixprotein) dar. Wird eine Zelle mit HCMV infiziert,
so gelangt pp65 praktisch direkt in den Kern. ,Das pp65-Antigen ist auch
Hauptbestandteil (95%) der ,dense bodies®, ,nicht infektioser Partikel, die auch
bei Infektionen in Zellkultur gebildet werden (Dense body: umhlilltes Partikel
ohne DNA und ohne Kapsidstruktur). Epitope des pp65-Antigens werden von
MHC-Klasse-1 Molekulen infizierter Zellen prasentiert und sind damit
Hauptzielmolekule fur zytotoxische T-Zellen® (Hampl und Mertens, 2001).

Zu 3: Das Kapsid hat eine ikosaedrische Form, eine GréRe von 100 nm und
besteht aus insgesamt 162 Kapsomeren. Man unterscheidet zwischen major
capsid protein (MCP) und minor capsid protein (mCP), beides Komponenten,
die am Aufbau der Kapsidstruktur beteiligt sind.

Zu 4: Das Genom des HCMV-Laborstamms AD 169 liegt als doppelstrangige
DNA vor und ist aus 229 354 bp aufgebaut. Es kodiert fur etwa 200
Genprodukte. Eine Aufteilung erfolgt in ein kurzes (US = 45kbp) und ein langes
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(UL = 190kbp) Segment. Diese sind von Wiederholungssequenzen am
jeweiligen Ende (terminal repeats: TR) und der LS-Junktionsstelle (internal
repeats: IR) umgeben. Da eine freie Rekombination der Segmente wahrend der
Replikation moglich ist, kdénnen vier Genomisomere in aquimolarer

Konzentration existieren (Huang und Kowalik, 1993).

Abb. 2: HCMV Genom-Struktur (modifiziert nach Hamprecht, 2003)

HCMV Genomsequenz
aan b b'a'm ot ¢ oana
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e = R B iy P (Prototyp)
< : = gl w2 i >
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Genomisomere
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¥ i 3 &
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2 | # 3
< >

150-200 nm

1.2.2. Epidemiologie des HCMV

Das Cytomegalievirus ist weltweit verbreitet, der einzige Wirt ist der Mensch.
Erfolgt die Ubertragung des Virus postnatal, so geschieht dies durch Speichel,
Urin und genitale Ausscheidungen oder aber auch durch Muttermilch, durch die
Mutter auf den Saugling. Pranatal erfolgt die Infektion Uber die Plazenta.
AuRerdem wird perinatale Ubertragung durch Zervixsekret postuliert.

Die Haufigkeit und Inzidenz einer Infektion hangt von dem sozioOkonomischen
Status und auch von der geografischen Lokalisation ab. Nach einer
epidemiologischen Studie haben mehr als 60% der Durchschnittsbevdlkerung
Antikdrper gegen HCMV, wenn sie ein Alter von 35 Jahren erreicht haben.
Einige Gebiete im Fernen Osten und Afrika erreichen sogar eine100%ige
Seropositivitdt (Huang und Kowalik, 1993). Bei Immunkompetenten zeigt eine

Primarinfektion meist keine Symptome, sie verlauft in der Regel
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asymptomatisch. In wenigen Fallen treten mononukleose ahnliche Symptome
auf wie z.B. Lymphknotenschwellung und gripppeahnliche Symptome. Ribbert
beschrieb zum ersten Mal vergroRerte ,protozoenahnliche” Zellen in der Niere
eines totgeborenen Kindes im Jahre 1904. Der Begriff der Speicheldrisen-
Virus-Erkrankung wurde im Wesentlichen durch Farber und Wolbach gepragt.
Durch sie entstand auch der Begriff Eulenaugenzellen (Farber und Wolbach,
1932). Mit der Grundlage dieser Erkenntnis wurde die Definition der
,Cytomegalen Einschlusserkrankung“ (CID) eingeflhrt. 1954 gelang Margaret
Smith die Isolierung von murimem CMV und die Virusanzucht in Zellkultur
(Smith, 1954). Kurz darauf konnte sie HCMV aus Speicheldrisen und Nieren

von Kindern, die an ,,CID* gestorben waren, isolieren (Smith, 1956).

1.2.3. HCMV-Latenz und Reaktivierung; Zelltropismus

Die Inzidenz der HCMV-Infektion steigt mit dem Alter an. Bei
immunkompetenten Gesunden verlauft die Erstinfektion meist asymptomatisch.
Danach kommt es zu einem lebenslangen Latenzzustand des Virus wie bei
allen anderen Herpesviren. Unter bestimmten Bedingungen kann das Virus
auch reaktiviert werden, z.B. bei mangelnder Immunkompetenz (HIV,
Leukamie, Lymphome) und auch bei Patienten nach Organtransplantation (Ho,
1993). Bevorzugte Zielzellen fir HCMV stellen Epithelzellen, Endothelzellen
und Fibroblasten dar. HCMV wurde aber auch vor allem in CD34"
Granulozyten/Makrophagen-Vorlauferzellen des Knochenmarks und peripheren
CD14" Monozyten gefunden (Taylor-Wiedemann et al., 1991; Sinclair und
Sissons, 1996; Prosch et al., 1999). In diesen genannten Zellen wurden virale
Immediate Early-, Early- und Late-Antigene gefunden (Sinzger et al., 1995,
Sinzger et al., 1996). Man geht davon aus, dass manche Zelltypen dem Virus
vorwiegend zur Replikation dienen, wahrend andere wiederum als Wirt wahrend
der Latenzzeit verwendet werden. Die genaue Zielzelle der Latenz des Virus
bleibt bis heute weiterhin ungeklart. Grundsatzlich sind zwei Wege der HCMV-
Reaktivierung beschrieben (Prosch et al.,, 1999). Es wurden einerseits
Entzindungsmediatoren, wie TNFa identifiziert und festgestellt, dass diese eine

Infektion mit HCMV triggern koénnen. Die ablaufende systemische
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Entzindungsreaktion durch die Ausschuttung von TNFa fahrt zu einer
vermehrten HCMV-IE-Genexpression (Uber beta-2 adrenerge Rezeptoren in
Monozyten), was dann auf diesem Wege wiederum eine gesteigerte
Virusreplikation auslost. Auf der anderen Seite konnte beobachtet werden, dass
auch extremer Stress nach Myokardinfarkt zu einer Reaktivierung fihren kann
(Prosch et al., 2000). Dies funktioniert auf folgendem Wege: Katecholamine
aktivieren cAMP und dadurch die (gesteigerte Expression der
Transkriptionsfaktoren CREB-1/ATF-1 (Prosch et al., 1999; Prosch et al., 2000).
Der  Mechanismus des  wahrend der  Laktation auftretenden
Reaktivierungsprozesses ist bis heute unbekannt. Man weil} allerdings aus
verschiedenen Untersuchungen, die in vivo und in vitro durchgeflhrt worden
sind, dass Hydrocortison zur Vermehrung der HCMV-Replikation flhrt. An der
Laktation sind unterschiedliche Hormone wie z.B Oxytocin und Prolaktin aus
dem Hypophysenvorderlappen (PRL) beteiligt. PRL-Expression kann neben
dem HVL auch in peripheren Lymphozyten, in Epithelzellen der laktierenden
Brustdrise sowie in Milch nachgewiesen werden. Dennoch existieren derzeit

keine Daten Uber den Einfluss von Prolaktin auf die HCMV-Replikation.

Abb. 3: Hypothetisches Schema der HCMV-Latenz und -Persistenz in myleoider Zellreihe
CD34"-Vorlauferzellen werden mit HCMV infiziert. Das Virus bleibt die ganze Zeit wéhrend der
Differenzierung latent, bis es schliellich in differenzierten Makrophagen reaktiviert (Sinclair und
Sissons, 1996).
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1.3. Primar- und Sekundarinfektion in der Schwangerschaft

Es ist insbesondere bei Schwangeren wichtig, zwischen einer Primar- und einer
Sekundarinfektion zu unterscheiden. Denn wie oben schon beschrieben, ist das
Neugeborene, wenn die Mutter vor der Konzeption Antikérper besitzt, zwar
nicht vor einer HCMV-Transmission geschutzt, doch treten schwerwiegende
Schaden in aller Regel nicht auf. Da bei einer Primarinfektion selten Symptome
vorhanden sind, ist diese auch schwer zu diagnostizieren. Ebenso werden
Reaktivierungen einer schon abgelaufenen Infektion meistens nicht
wahrgenommen. Friher war das Mittel der Wahl die Bestimmung von anti-
HCMV-IgM (Stagno et al., 1985). Eine kongenitale Infektion wurde mit der
Isolierung von HCMV aus dem Urin gesichert (Stagno et al., 1986). Heute steht
jedoch eine breite Palette diagnostischer Verfahren zur Verfugung. Ein
Nachweis von spezifischen IgM reicht nicht aus, um eine Primarinfektion zu
diagnostizieren, weil diese Immunantwort lange persistieren und auch nach
Reaktivierung wieder auftreten kann. Daiminger et al. empfehlen hier, dass
zusatzliche Tests gemacht werden sollten, um eine Primar- von einer
Sekundarinfektion unterscheiden zu kdnnen. Sie verglichen in einer Studie zwei
neu entwickelte ELISA-Tests mit konventionellen ELISA-Tests. Bei dem neuen
Verfahren wurden rekombinante Antigene verwendet, um HCMV-spezifisches
IgM zu detektieren (Daiminger et al., 1999). Liegt ein Verdacht auf eine HCMV-
Infektion vor und besteht aus diesem Grunde der Verdacht auf eine Schadigung
des Kindes, so kann der Untersucher mittels Amniozentese im Zeitraum der 14.
und 36. Gestationswoche Kenntnis Uber den maternalen und fetalen HCMV-
Status gewinnen (Grose et al.,, 1992). Eine PCR kann die Sensitivitat der
Diagnostik erhéhen. Weitere Verfahren, die zur Klarung beitragen, sind
Mikroneutralisationstests und Ig-Aviditat (Eggers et al., 2000). In einigen Fallen
kann nur die Kombination all dieser Methoden weiterhelfen. Auch der Nachweis
von gB-spezifischen Antikorpern kann hilfreich sein (Rothe et al., 2000). Es
zeigte sich, dass bei einer Primarinfektion zu Beginn der Nachweis von gB und
gH nicht gelingt, weil diese erst mit einer Verzégerung von 50-100 Tagen

nachzuweisen sind, dagegen ist der Nachweis von nicht-neutralisierenden
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Antikorpern gegen bestimmte strukturelle Phosphoproteine (pp65, pp150, pp28)
moglich (Schoppel et al., 1997).

1.4. HCMV-Transmission

1.4.1. Kongenitale Cytomegalievirusinfektionen und deren Therapie

HCMV kann wie andere Erreger auch Infektionen wahrend der
Schwangerschaft bzw. vor der Geburt hervorrufen. Zu weiteren Erregern, die
das Kind vor der Geburt potentiell gefahrden kdnnen, zahlen: Rdételnvirus,
humanes Parvovirus B19, Herpes simplex und Varizellen.

Von diesen genannten Erregern fuhrt allerdings am haufigsten HCMV durch
intrauterine Transmission zur kongenitalen Infektion. In den USA betragt die
Zahl der kongenitalen HCMV-Infektionen etwa 1% (Stagno, 1995), in
GroRbritanien etwa 0,3%. In der Studie von Peckham et al., zeigten 7%
schwere Symptome, 33% leichte Symptome und 60% hatten keine Anzeichen
einer Erkrankung (Peckham et al., 1983). In Schweden liegt die Rate der
kongenitalen HCMV-Infektion bei 0,5% (Ahlfors et al., 1999). Die
Wabhrscheinlichkeit flr eine transplazentare Infektion liegt bei 30% (Griffiths,
1993). Dies qilt fur den Fall, dass bei der Mutter eine Primarinfektion vorliegt.
Far das Kind besteht dann eine Wahrscheinlichkeit von 10%, dass es auch
klinische Symptome aufweist. Diese Symptome sind vielfaltiger Natur: zerebrale
Symptomatik mit Hydrozephalus, Chorioretinitis und Mikrozephalus, viszerale
Symptomatik, Anamie, Thrombozytopenie und Hamolyse,
Hepatosplenomegalie, = Petechien, einem I|kterus mit  konjugierter
Hyperbilirubinamie, Horschaden. Die Schwere oder das Ausmald der
Erkrankung ist abhangig vom Entwicklungsstadium des Kindes. 90% der
Kinder, deren Mdutter eine Erstinfektion durchmachen, bleiben klinisch
unauffallig. So berichteten z.B. Embil et al. von einer 18-jahrigen kaukasischen
Mutter, die innerhalb eines Jahres zwei Kinder geboren hatte, welche beide
kongenital mit HCMV infiziert worden waren: Das erste Kind hatte eine
disseminierte HCMV-Infektion und starb 30 Tage nach der Geburt. Das zweite
Kind schied noch 8,5 Monate nach der Geburt das Virus im Urin aus und zeigte
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eine Viramie noch mit 5 Monaten, war aber sonst asymptomatisch (Embil et al.,
1977).

Tritt bei der Mutter eine Reaktivierung auf, so besteht ein geringeres Risiko fur
das Kind zu erkranken (0,2-2,0%). Jedoch muss bedacht werden, dass
prakonzeptionell prasente HCMV-Antikorper nicht vor intrauteriner maternaler
HCMV-Infektion schutzen. So untersuchten Stagno et al. 239 Geburten. Und
obwohl prakonzeptionell Antikbrper vorhanden waren, wurden in sieben von
208 untersuchten Fallen, bei denen ein positiver Serostatus vorlag, eine
intrauterine HCMV-Infektion festgestellt. Bei drei von 31 Fallen, bei denen keine
Immunkompetenz vorlag, wurde ebenfalls eine intrauterine Infektion beobachtet
(Stagno et al., 1977).

Liegt der Verdacht auf eine HCMV-Infektion vor, so erfolgt der Nachweis mittels
Speichel- oder Urinprobe des Neugeborenen (Balcarek et al., 1993) oder einem
spezifischen IgM-Nachweis innerhalb der ersten Lebenswochen bei
gleichzeitigem Auftreten von mindestens einer der klinischen Zeichen wie
Petechien, Hepatosplenomegalie, Mikrozephalie, Thrombozytopenie oder
Ikterus mit konjugierter Hyperbilirubinamie (Fowler et al., 1992). Auch diese
Autoren berichten, dass prakonzeptionell vorhandene Antikorper gegen HCMV
nicht notwendigerweise vor einer Infektion schitzen, dass aber im Falle einer
Primarinfektion der Schwangeren die kongenitale Infektion sehr viel
schwerwiegender verlauft. (Fowler et al., 1992). Diese Autoren untersuchten
auch, welchen Einfluss der Zeitabstand zwischen maternaler HCMV-Infektion
und erfolgter Geburt auf eine kongenitale Infektion haben wirde. Dabei wurde
die Zahl der kongenitalen HCMV-Infektionen relativ in Zusammenhang gesetzt
mit den Zeitabstanden zwischen den Geburten bei jungen Muttern. Bei Muttern,
bei denen eine Serokonversion zwischen den einzelnen Geburten stattfand, war
die Zahl der kongenitalen Infektionen am hdchsten, wenn das Zeitintervall
zwischen den Geburten < 24 Monate war. Das Risiko einer Transmission blieb
bei einem Zeitintervall von 25-48 Monaten erhoht und war bei einem
Zeitintervall > 48 Monaten zu vernachlassigen (Fowler et al., 2004). Zeigt sich

bei einem Patienten schlie3lich eine symptomatische HCMV-Infektion, so sind
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immer mehrere Organe befallen mit Beteiligung des hepatobilaren und des
hamatopoetischen Systems.

Tab. 1: Klinik der symptomatisch-kongenitalen HCMV-Infektion in der Neonatalperiode
(modifiziert nach Boppana et al., 1992)

! Gestationsalter < 38. SSW
2 Geburtsgewicht < 10. Perzentile
® Kopfumfang < 10. Perzentile

Symptome Haufigkeit (%)
Frihgeburt’ 34
Hypotrophie? 50

RES (Retikuloendotheliales System)

Petechien 76

Ikterus 67
Hepatosplenomegalie 60
Thrombozytopenische Purpura 13

ZNS (Zentralnervensystem)

Auspragungen wie: 68
Mikrozephalie® 53
Lethargie/Hypotonie 27
Schwacher Saugreflex 19
Krampfe 7

Je nachdem, ob eine Primar- oder Sekundarinfektion der Mutter vorliegt,
unterscheiden sich auch die Spatschaden, die bis zum 6. Lebensjahr registriert
werden konnten. Kongenitale HCMV Infektionen scheinen ca. 30% der
sensorischen Horstorungen von Kleinkindern auszumachen, sie treten aber erst
relativ spat wahrend der Entwicklung auf. Es wurde eine sehr grof3e Gruppe
von Kindern untersucht (12371), von denen 167 eine kongenitale HCMV-
Infektion aufwiesen; weitere 14 hatten eine Hoérminderung. Aus diesem Grunde
wurde ein neonatales Gehorscreening in Kombination mit einem HCMV-
Urinscreening empfohlen, um die asymptomatischen Trager der Infektion nicht

zu Ubersehen (Hicks et al., 1993; Fowler et al., 1999). Revello und Gerna
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empfehlen bezuglich der HCMV-Diagnostik, sowohl die Untersuchung von
fetalem Blut als auch die Fruchtwasseruntersuchung. So kdnnte man das Risiko
von falsch-positiven und falsch-negativen Ergebnissen mindern (Revello und
Gerna, 2004). Mit ihrer Arbeit liefern die Autoren einen wesentlichen Beitrag zur
Diagnose der HCMV-Infektion. Man schatzt, dass in den vergangenen 20
Jahren ca. 800 000 Kinder alleine in den USA intrauterin mit HCMV infiziert
worden sind (Yow und Demmler, 1992).

Eine Therapie mit Ganciclovir ist insbesondere bei symptomatischen HCMV-
Infektionen indiziert und vor allem dann, wenn das ZNS mitbeteiligt ist. Es sollte
jedoch auch immer an die Nebenwirkungen einer Therapie gedacht werden.
Welche Vorteile hat eine Kurzzeit- gegenlber einer Langzeittherapie mit
Ganciclovir? Kimberlin et al. untersuchten 100 Neugeborene mit einer
symptomatischen HCMV-Infektion, bei der auch das ZNS mitbeteiligt war. Es
wurden Neugeborene untersucht, die eine intravendse Therapie Uber sechs
Wochen erhielten gegenuber Neugeborenen ohne Therapie. Die Ergebnisse
stellten sich wie folgt dar: 21 von 25 Patienten mit Ganciclovirtherapie zeigten
ein verbessertes oder normales Horvermdgen nach Beginn der Therapie
gegenuber 10 von 17 Patienten ohne Therapie. Keiner der Patienten unter
Therapie zeigte eine Verschlechterung des Horvermogens, wobei eine solche
Verschlechterung bei 7 der 17 Kontrollpatienten aufgetreten war.

Bei fast zwei Drittel der Patienten war eine Neutropenie unter Therapie
aufgetreten (Kimberlin et al., 2003). Michaels untersuchte im Gegensatz zu
Kimberlin die Auswirkungen einer Langzeitganciclovirtherapie. Dabei wurde
Ganciclovir zuerst intravends und anschlieBend oral gegeben. Dauer: 1 Jahr
bzw. 0,83 Jahre. Von neun untersuchten Kindern hatte dabei keines eine
Verschlechterung seines Horvermogens. Sieben Kinder zeigten mindestens
eine Komplikation wahrend der Therapie wie z.B. Katheterinfektion oder eine
Neutropenie (Michaels et al., 2003).

So ist also zum heutigen Zeitpunkt die Ganciclovirtherapie noch Babys mit einer
schweren HCMV-Infektion vorbehalten. Es besteht jedoch die Hoffnung, dass
neue Wirkstoffe mit weniger starken Nebenwirkungen in klinischen Studien
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erprobt werden und letztendlich die HCMV-Infektion mit groRerer Wirksamkeit

behandelt werden kann.

1.4.2. Postnatale HCMV-Transmission durch Muttermilch auf Reifgeborene

Im Jahre 1967 wurde HCMV erstmals aus einer von 49 Muttermilchproben
isoliert (Diosi et al., 1967). In einer weiteren Studie wurden aus 17 von 63
Muttermilchproben HCMV isoliert (Hayes et al., 1972). Die Autoren berichten,
dass die gefundenen Ergebnisse sich sehr von vorherigen Aussagen
unterscheiden, wo beschrieben wurde, dass HCMV nur sehr selten durch
Muttermilch ausgeschieden wird. Deshalb muss Muttermilch zusammen mit
Zervixsekret als potentiell wichtige Quelle der HCMV-Infektion fur Kinder
angesehen werden (Hayes et al., 1972). Dass die postnatale HCMV-Infektion
der Hauptverbreitungsweg des Virus ist, hat auch mit der Zunahme der
Popularitat des Stillens und der Kleinkindbetreuung in Tagesstatten zu tun
(Stagno und Cloud, 1994).

So nahm schon Weller im Jahre 1971 an, dass die hohe Rate seropositiver
Kinder mit der hohen Anzahl von Kindertagesstatten korreliere (Weller, 1971).

1.4.3. Postnatale HCMV-Transmission durch Muttermilch auf Frihgeborene

Seit den siebziger Jahren ist bekannt, dass Muttermilch eine mdgliche Quelle
fur die erworbene HCMV-Infektion von Neugeborenen darstellt. Insbesondere
fur Frihgeborene kann dies ernsthafte Folgen haben. Maschmann et al.
untersuchten in einer dreijahrigen Studie (1995-1998) die Auswirkungen einer
HCMV-Infektion auf Neugeborene mit einem extrem geringen Geburtsgewicht
(< 1500 g, Gestationsalter < 32. Schwangerschaftswoche): Von insgesamt 180
Neugeborenen war bei 80 Kindern seronegativer Mutter und bei drei Kindern
seropositiver Mutter keine Transmission zu verzeichnen gewesen. Bei 33
Neugeborenen von insgesamt 87, die HCMV ausgesetzt waren, erfolgte eine
Transmission. 16 von diesen Neugeborenen zeigten Symptome wie
Hepatopathie, Neutropenie,  Thrombozytopenie und Sepsis-ahnlichen

Symptomen (Maschmann et al., 2001). Die Bedeutung der Ubertragung von
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HCMV via Muttermilch wurde lange unterschatzt. Auch wird darauf
hingewiesen, dass die Reaktivierung von HCMV wahrend der Laktation bei
seropositiven Miittern eine ganz entscheidende Rolle fir die Ubertragung des
Virus auf das Frihgeborene darstellt. Die Reaktivierungsrate bei seropositiven
Muttern betragt 96% und entspricht damit der Seropravalenzrate (Hamprecht et
al., 2001). In einer Studie von Vollmer et al. wurden die Folgen der postnatal
erworbenen HCMV-Infektion auf das Horvermdgen und die geistige Entwicklung
bei Frihgeborenen untersucht. Es wurden 22 Frihgeborene (medianes
Gestationsalter 27,6 Wochen, medianes Geburtsgewicht 1020 g) mit einer
postnatalen erworbenen HCMV-Infektion durch Muttermilch mit 22 HCMV-
negativen Frihgeborenen verglichen. Von 22 Kindern mit einer postnatalen
HCMV-Infektion, die vor der 32. Schwangerschaftswoche geboren wurden und
ein  Geburtsgewicht < 1500g aufwiesen, hatten 12 Symptome wie
Thrombozytopenie und Leukopenie. Vier Kinder entwickelten Sepsis-ahnliche
Symptome und funf Kinder zeigten Zeichen einer Leberschadigung. Was aber
den neurologischen Status, die motorische Entwicklung und die Entwicklung der
Sprache anbelangt, gab es keinen Unterschied zwischen der HCMV-
seronegativen und der HCMV-seropositiven Gruppe. Es konnten keine
neurologischen Spatschaden festgestellt werden (Vollmer et al.,, 2004).
Dworsky beschreibt in einer Studie von 1982, dass HCMV auf Frihgeborene
einen grolReren Einfluss hat als auf Reifgeborene und weist damit auf die
Gefahr hin, die Spendermilch auf Frihgeborene mit geringerem Geburtsgewicht
haben konnte. Er vergleicht verschiedene Methoden der Inaktivierung
miteinander und damit den Einfluss auf HCMV in der Muttermilch (Dworsky et
al., 1982). 1983 berichten Dworsky et al., dass 39% von den in dieser Studie
untersuchten Muttern HCMV nach Reaktivierung Uber die Muttermilch
ausschieden. Dadurch wurden 69% der Neugeborenen mit HCMV infiziert. Zwei

Frihgeborene entwickelten sogar eine Pneumonie (Dworsky et al., 1983).
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1.5. Bedeutung der Muttermilch

1.5.1. Inhaltsstoffe

In diesem Abschnitt soll auf die besondere Bedeutung der Muttermilch fur das
Neugeborene hingewiesen werden. Auf der einen Seite kdnnen Viren wie
HCMV und HIV Ubertragen werden und dem Kind damit Schaden zuflgen, auf
der anderen Seite kann die Muttermilch als Immunprotektor auch dazu
beitragen, das Kind vor bestimmten Erkrankungen zu schitzen. Das
Neugeborene hat ein Immunsystem, das in seiner Auspragung und seinen
Fahigkeiten sehr limitiert ist. Es braucht Zeit, bis es vollstandig ausgereift ist,
derweil spielen 1gG-Antikorper, die das Kind von der Mutter erhalten hat, eine
wichtige Rolle (Hanson et al.,, 2002). So berichtet z.B. May 1994, dass die
Inzidenz von Darm- und Lungenerkrankungen bei Kindern, die Muttermilch
erhalten, aufgrund von spezifischen Antikorpern geringer ist als bei Kindern, die
nicht gestillt werden. Aullerdem enthalt die Muttermilch zellulare Bestandteile
wie T-und B-Lymphozyten, Makrophagen und Plasmazellen. Makrophagen
haben Rezeptoren flr sekretorische IgA-Antikdrper und dirften eine Rolle
spielen bei der lokalen Abwehr im Gastrointestinaltrakt. Muttermilch enthalt
neben der spezifischen Abwehr auch unspezifische Abwehrsysteme wie z.B.
die Aktivitat der Lipase (May, 1994, Xanthou et al., 1995). Aus diesem Grund
sollte die Frage der Risiken des Stillens immer vor dem Hintergrund des
Nutzens der Muttermilch diskutiert und immer individuell entschieden werden.
Lawrence und Howard schreiben in ihrem Artikel von 1999, dass es keine
spezifischen Kontraindikationen gegen Stillen gibt, sondern es misse von Kind
zu Kind individuell entschieden werden. Auch HCMV stelle keine
Kontraindikation dar, aber Frihgeborene kdonnen aufgrund ihrer AntikGrperlage
erkranken. Aus diesem Grund sollte die Muttermilch in den ersten paar
Wochen, bis genug Antikorper ausgebildet sind, jeweils flr sieben Tage bei -20
°C eingefroren werden, bevor sie an das Kind verfuttert wird (Lawrence und
Howard, 1999).

Folgende unspezifische humorale Faktoren konnen nun in der Muttermilch
unterschieden werden: Laktoferrin, Komplement C3/C4, Bifidusfaktor, Lysozym,
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gallensalzabhangige Lipasen, Neuraminsaure und humorale Faktoren wie B-
und T-Lymphozyten und Immunglobuline sowie =zellulare Bestandteile
(Goldman, 1993; Speer und Hein-Kriekenbaum, 1993).

Die vollstandige Entwicklung des Immunsystems des Neugeborenen lauft Gber
mehrere Wochen ab. Deshalb wird den Antikdrpern, die Uber die Plazenta
ubertragen werden, eine wichtige Bedeutung zugemessen. Sie induzieren beim
Neugeborenen eine inflammatorische Reaktion durch Aktivierung von
Komplement und Neutrophilen. Dadurch werden proinflammatorische Zytokine
wie Interleukin (IL)-1B8, Tumornekrosefaktor (TNF)a und IL-6 freigesetzt. Dies
verstarkt wiederum den entzindungs-induzierten Gewebeschaden und den
Energieverbrauch fir Abwehrreaktionen.

Sekretorisches IgA (Polymeres IgA) ist das Immunglobulin, welches mit 90%

am haufigsten in der Muttermilch vorkommt (Goldman et al., 1982).

Aufgebaut ist es aus zwei IgA-Monomeren und der J(oining)-(Peptid)Kette, die
die Untereinheiten dieser Moleklle verbindet, sowie dem plgA-Rezeptor
(pIgAR), der so genannten sekretorischen Komponente.

Mikrobielle, Nahrungsmittel und andere Antigene gelangen Uber den Darm in
die M-Zellen der Peyerschen Plaques, wo sie Antigen-prasentierenden Zellen
und Lymphozyten prasentiert werden. Darauf findet Antigenprozessierung und
-prasentation sowie T-Zellstimulation und B-Zellproliferation statt (Hanson et
al., 2002). In der Brustdruse findet dann die Ausreifung zu bestimmten IgA-
sezernierenden Plasmazellen statt. Der Weg erfolgt Uber den Ductus thoracicus
sowie die Blutbahn. Die J-Kette der IgA-Dimere bindet an den plgA-Rezeptor.
Das sekretorische IgA gelangt durch transepithelialen Transport in die
Muttermilch (Hanson et al., 2002; Xanthou et al., 1995).
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Abb. 4: Enteromammarer Kreislauf (modifiziert nach Hanson et al., 2002)

Nahrungsantigene und mikrobielle Antigene gelangen in die Peyer'schen Plaques, wo B-
Lymphozyten zur IgA-Produktion angeregt werden. Diese B-Lymphozyten verlassen die
Peyer'schen Plagques und wandern u.a. auch zu exokrinen Drisen, also auch zu der
Brustdriise. Dort werden IgA-Dimere produziert. Dieser Kreislauf bezeichnet man als

enteromammaren Kreislauf.
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Laktoferrin: Das abundanteste Protein in reifer Milch ist das Laktoferrin. Es kann
unspezifisch Bakterien und Viren sowie Pilze abtoten. Diese Fahigkeit resultiert
wahrscheinlich aus der antiinflammatorischen Eigenschaft des Laktoferrin
(Hanson et al., 2002). Die héchste Konzentration dieses Proteins findet man im
Kolostrum (Welsh und May, 1979), obgleich es auch in anderen Korpersekreten
vorkommt. Laktoferrin entzieht anderen Organismen das Eisen, das sie fur ihr
Wachstum benotigen (Speer und Hein-Keikenbaum, 1993).

Lysozym: Im Vergleich zu Laktoferrin steigt das Lysozym mit der Stilldauer
weiter an, es ist ein saurestabiles Enzym und kann Bakterien durch Hydrolyse
lysieren (Xanthou et al., 1995).

Alkalische Phosphatase in der Muttermilch: Dieses Enzym hat die molekulare

Grolle der plazentaren Alkalischen Phosphatase, ein Molekulargewicht von

160000 Dalton. Dennoch unterscheiden sich die beiden Enzyme. Die
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Alkalische Phosphatase in der Milch wird nicht von L-phenylalanin (2,5 mmol/l)
und L-homoarginin (10 mmol/l) gehemmt (Chuang 1987). Die AP in der
Muttermilch ahnelt der Alkalischen Phosphatase in der Leber. Es wurde
festgestellt, dass sich beide in einer Untereinheit des Molekulargewichts und im
isoelektrischen Punkt unterscheiden (Hamilton et al., 1979). Auch Worth et al.
berichten in einem Artikel von 1981 Uber dieses Enzym: Zuerst wurde
angenommen, dass die Alkalische Phosphatase, die man wahrend der
Laktation im Serum findet, sich aus den Isoenzymen aus dem Knochen und der
Leber zusammensetzt, doch man stellte schliel3lich fest, dass es sich um ein
ganz anderes Isoenzym handelte (Worth et al., 1981).

Lipase in_der Muttermilch: 1953 wurde die Lipase, die in der Muttermilch

enthalten ist, erstmals beschrieben. Wegen der absoluten Notwendigkeit fur die
Gallensalze wird die Lipase in der Muttermilch auch bezeichnet als durch
Gallensalze stimulierte Lipase (BSSL; bile salt stimulated lipase). Die hochste
Konzentration hat dieses Enzym im Kolostrum von Mduttern Frihgeborener.
BSSL besteht aus 722 Aminosauresequenzen und hat ein Molekulargewicht
von 90000 Dalton. Die Lipase =zeigt Ubereinstimmungen zu anderen
menschlichen Lipasen, bestimmte Sequenzen ahneln jedoch der
Acetylcholinesterase.

BSSL findet man in der Muttermilch in der wassrigen Fraktion (Molke). Sie
hydrolysiert das Triacylglycerol, das in der Fettfraktion vorhanden ist, nicht.
Diese Lipase ist essentiell fur die optimale Ernahrung und neurologische
Entwicklung der Neugeborenen. Im Vergleich zu unbehandelter Muttermilch ist
bei pasteurisierter Spendermilch die Fettabsorption auf 73 bzw. 64% reduziert

( Manson und Weaver, 1997).

1.5.2. Milchbankwesen

Wahrend das Milchbankwesen in Westdeutschland seit 1972 nicht mehr so weit
verbreitet ist, hat es in den angelsachsischen Landern noch eine sehr grol3e
Bedeutung. In Deutschland wurde im Jahre 1919 eine erste Milchbank
eingerichtet. Das Milchbankwesen erreichte dann in den 50er Jahren seinen

Hohepunkt, um dann 1972 wieder zu stagnieren. Die Nordamerikanische
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Vereinigung fur das Milchbankwesen berichtet in ihrem Leitfaden, dass die

erste Milchbank in Boston, Massachusetts gegrundet wurde, weil festgestellt

wurde, dass die Mortalitat und Morbiditat von Kindern, die nicht gestillt wurden,
anstieg. Die Spendermilch wurde auf Tuberkulose und Syphillis untersucht und
unter medizinischer Aufsicht gefuhrt. Nach dem zweiten Weltkrieg ging das

Interesse an Milchbanken in den USA zuruck, um dann 1970 wieder

anzusteigen.

Bei den amerikanischen Milchbanken kann man folgende Milchpraparationen

erhalten:

e frische Rohmilch, die bei 4 °C gelagert wird, aber nicht langer als 72
Stunden verwendet werden darf;

e frisch gefrorene Milch, die bei -20 °C aufbewahrt wird, aber nicht langer als
12 Monate;

¢ hitzebehandelte Milch (Oxford Human Milk Pasteurizer, 30 min bei 56 °C);

e Milchpools, d.h. Milch von mehreren Spendern;

e Preterm milk®, d.h. Milch, die innerhalb des ersten Monats nach der
Geburt von einer Mutter abgepumpt wird, die wahrend oder vor der 36.
Schwangerschaftswoche entbunden hat (Human Milk Banking Association
of North America, 2000).

An serologischen Tests werden durchgeflihrt: serologisches Screening auf HIV-
1, HIV-2, HTLV (Humanes T-Zell-Leukémievirus), Hepatitis C, Hepatitis B-
Oberflachenantigen sowie Syphilis. Sollte sich ein positives Ergebnis bei den
genannten Tests zeigen, so wird die Spenderin von der Milchbank
ausgeschlossen, selbst wenn das Ergebnis falsch positiv sein sollte. Ebenso als
potentielle Spender ausgeschlossen werden z.B. Frauen, die innerhalb der
letzten zwolf Monate eine Bluttransfusion oder eine Organtransplantation
erhalten haben oder die drogenabhangig sind (Human Milk Banking Association
of North America, 2000). Daraus geht also hervor, dass keine Untersuchung auf
den HCMV-Status stattfindet. 1998 waren in Deutschland noch 15 Milchbanken
vorhanden. Daraus konnten hauptsachlich fur Frihgeborene noch 8000 Liter
Milch von ca. 500 Spenderinnen gewonnen werden (Springer, 2000). Zur
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Inaktivierung von Bakterien und Viren wird die zur Verfugung stehende Milch
mit Hitze behandelt (30 min bei 57 °C). Eine eventuelle Lagerung vor und nach
Pasteurisierung erfolgt durch Tiefkihlung (-18 °C bis -40 °C) (Springer, 1998).

1.6. HCMV-Inaktivierung in Muttermilch

Stillen ist fUr das Frihgeborene unentbehrlich, da nur so eine optimale
Entwicklung gewahrleistet werden kann. Mit der Gabe von Muttermilch sind
ernahrungsphysiologische Vorteile und die Ubertragung von immunprotektiven
Komponenten verbunden (Schanler et al., 1999). Die postnatale laktogene
HCMV-Transmission wird getriggert durch die postpartal einsetzende Laktation
(Vochem, 2003). Es stellt sich also hier die Frage, wie die Ernahrung der
Frahgeborenen aussehen soll im Falle einer Seropositivitat der Mutter: keine
Erndhrung mit  Muttermilch,  Pasteurisierung, Einfrieren,  Abwarten,
Muttermilchgabe mit Zustimmung der Eltern. Gibt man allerdings nur reine
Formulaerndhrung und verhindert dadurch die Ubertragung der HCMV-
Infektion, so entstent naturlich auch ein Verlust der Vorteile der
Muttermilchernahrung. Mit diesem Problem setzen sich auch Goelz et al.
auseinander. Bei dieser abwagenden Stellungnahme waren insgesamt drei
Kliniken beteiligt: Stuttgart, Tubingen und Wdurzburg. Diese haben sich nun
aufgrund der aktuellen Datenlage dazu entschieden, weiterhin auch sehr kleine
Frihgeborene mit supplementierter Milch, jedoch nicht mit behandelter
Muttermilch zu ernahren. Dies geschieht aber immer nur mit Aufklarung und
Einwilligung der Eltern. Bei allen Mduttern von Fruhgeborenen der
Hochrisikogruppe (Geburtsgewicht < 1000 g; Gestationsalter < 30 Wochen)
wird deshalb peripartal der HCMV-IgG-Serostatus bestimmt (Goelz et al., 2004).

1.6.1. Hitzeinaktivierungsverfahren

In einem Artikel von 1977 beschreibt J.E. Ford ein Hitzeinaktivierungsverfahren.
Dabei wird ein bestimmtes Volumen an Milch fur 30 Minuten auf 62,5 °C erhitzt.
Bei diesem Verfahren wird der IgA-Titer um 20% reduziert, IgM und der grofite
Teil vom Laktoferrin werden zerstort, wahrend das Lysozym stabil bleibt. Wirde

man die Temperatur allerdings noch weiter erhohen, wirde man eine fast
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100%ige Einschrankung der Aktivitaten dieser Marker erhalten. Die Autoren
empfehlen, das so genannte Holder-Verfahren anzuwenden, weil nur dadurch
gewahrleistet werden kann, dass die Gabe von Muttermilch fur das Kind
unbedenklich ist, wenn die Milch in bestimmten Zentren gesammelt wird, auch
dann, wenn dies leider dazu fuhrt, dass bestimmte Enzyme, die in der Milch
vorhanden sind, auf ein niedrigeres Niveau reduziert werden (Ford et al., 1977).
Eine ungarische Arbeitsgruppe hatte bereits 1969 die Empfehlung
herausgegeben, Spendermilch fir 30 Minuten auf 65 °C zu erhitzen (Molnar et
al., 1969). Auch Dworsky wendet in einem 1982 erschienenen Artikel die
Holder-Pasteurisierung an. Es wurde festgestellt, dass nur bei 62 °C eine
HCMV- Inaktivierung zu beobachten war, wenngleich dies nicht ideal ist fur die
immunologischen Eigenschaften der Milch (Dworsky et al., 1982). Goldblum
stellte erstmals in einem 1982 erschienenen Artikel neben der Methode der
Holder-Pasteurisierung ein Kurzzeithitzepasteurisierungsverfahren vor. Dabei
wurde ein Plattenhitzeaustauscher, der eigentlich flr die industrielle
Behandlung von gro3en Mengen von Kuhmilch hergestellt worden war, unter
der Injektion von Wasserdampf und Eiswasser verwendet (Goldblum et al.,
1984). Die Spendermilch wurde dabei mit einer Temperatur von 72 °C
behandelt. Man stellte fest, dass bei dieser Behandlungstemperatur und einer
Behandlungsdauer von 5 Sekunden keine Aktivitat von HCMV mehr vorhanden
war. Jedoch bendtigte dieses Verfahren eine sehr grolde Milchmenge (2 Liter)
was einem Milchpool von etwa 20 Spenderinnen entspricht und deshalb nur
innerhalb von Milchbanken verwendet werden kann. Die Autoren stellen jedoch
eine potentielle kommerzielle Nutzung des Verfahrens in Aussicht (Goldblum et
al., 1984). Dennoch gibt es bis heute kein Kurzzeithitze-Inaktivierungsverfahren,

das man kommerziell nutzen kdnnte (Hamprecht, 2003).
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Tab. 2: HCMV-Inaktivierung durch Langzeit- und Kurzzeit-Pasteurisierungsverfahren
(modifiziert nach Hamprecht, 2003)

Pfu: Plaque bildende Einheit
CPE: cytopathischer Effekt

n: Anzahl
Virusinokulum Fraktionierung |Pasteurisierung |Infektiositit (CPE, nProben) |Literatur
10 - 108 pfu/ml Entrahmung 30 min 56 °C  |positiv Welsh et al., 1979
107 - 10® pfu/ml Entrahmung 30min 62,5 °C  |negativ Welsh et al., 1979
107 - 10® pfu/ml Entrahmung 5min 100 °C negativ Welsh et al., 1979
200 pfu nein 30min 56 °C negativ (7/10), positiv (3/10) Dworsky et al., 1982
200 pfu nein 30 min 62 °C negativ (10/10) Dworsky et al., 1982
Natiirlich infizierte Proben | Entrahmung 8min 63 °C negativ Friis und Andersen, 1982
5x10*-5x10°
pfu/ml, Pool: 2L nein 1, 5, 15 sec 72 °(C|1sec: positiv; ab 5 sec: negativ [Goldblum et al., 1984

1.6.2. Kryoinaktivierung

1982 wurde die Methode der Kryoinaktivierung von Friis und Andersen
vorgestellt. Die Autoren beschrieben, dass die Aufbewahrung der Milch Uber
drei Tage bei -20 °C den Virustiter Uber 99% reduzierte. Gleichzeitig wurde
auch die Pasteurisierung bei 63 °C untersucht, auch hier war nach 8 Minuten
kein Virus mehr vorhanden. Die Autoren untersuchten diese Methoden, weil
bisher fraglich war, ob Muttermilch pasteurisiert werden sollte, weil dies wichtige
Substanzen wie z.B. Immunglobuline zerstoren konnte. Letztendlich kommen
die Autoren zu dem Ergebnis, dass sowohl nach Kryoinaktivierung bei -20 °C
Uber drei Tage als auch nach Pasteurisierung bei 63 °C fur 8 Minuten keine
signifikante Gefahr flir das Neugeborene besteht, wenn die Milch weiter
verfuttert wird. Moglicherweise konnte aber bei hohen Virustitern bei der
Kryoinaktivierung noch eine Restaktivitat erhalten geblieben sein (Friis und
Andersen, 1982). Uber die Methode der Kryoinaktivierung liegen aber
insgesamt nur wenige Daten vor, die auch schon mehr als zwanzig Jahre alt
sind (z. B. Welsh et al., 1979). In einer weiteren Arbeit wurde ebenfalls diese
Methode untersucht, allerdings traten dabei einige Probleme auf, die die
Autoren selbst erlautert haben: in der Zellkultur, die mit positiver Spendermilch
beimpft worden war, konnte aufgrund bestimmter toxischer Substanzen, die
moglicherweise das Virus neutralisiert haben, keine Aussage uber die
Wirksamkeit der verwendeten Methode gemacht werden. Sieben der 11
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nichttoxischen Milchfraktionen, die bei 4 °C inaktiviert wurden und neun der 12
nichttoxischen Milchfraktionen, die bei -20 °C inaktiviert wurden, behielten ihre
Infektiositat bei der Kryoinaktivierung uber Nacht. Eine von sechs
nichttoxischen Fraktionen, die bei 4 °C inaktiviert wurden und funf von zwolf
nichttoxischen Fraktionen, die bei -20 °C inaktiviert wurden, behielten ihre
Infektiositat nach der Behandlung nach sieben Tagen. Auch stellt der Autor fest,
dass bei geringer Viruslast der Milch nur eine geringe Sensitivitat der Zellkultur
vorliegt (Dworsky et al., 1982).

Die genannten Arbeiten zur Kryoinaktivierung dienten den Autoren Lawrence
und Howard fur weitere Empfehlungen zur HCMV-Inaktivierung in der

Muttermilch (Lawrence und Howard, 1999; Lawrence und Lawrence 2001).

Tab. 3: HCMV-Kryoinaktivierung in Muttermilch
(modifiziert n. Hamprecht, 2003)

Kryoinaktivierung |Infektiositdt (CPE, nProben) Literatur

10 Tage, -15 °C schwach positiv nach 20 Tagen, n=2 Welsh et al., 1979
1,7,7-30 Tage, -20 °C|1Tag:9/10 negativ; 7 Tage alle negativ 19/19 Dworsky et al., 1982
1,7,7-30 Tage, -20 °C|1Tag: 9/10 positiv 7 Tage: 5/12 positiv Dworsky et al., 1983
1-10 Tage, -20 °C 3Tage: 99% Reduktion Friis und Andersen, 1982

1.6.3. Aktivitat und Verhalten biochemischer Markersubstanzen in
Muttermilch

Wird die Muttermilch mit oben genannten Verfahren behandelt, so verandern
sich auch die in der Milch enthaltenen Markersubstanzen. Im folgenden Absatz
sollen diesbezuglich einige Daten dargestellt werden:

= Bereits 1977 veroffentlichten Ford et al. hierzu folgende Ergebnisse: Die
Holder-Pasteurisierung reduzierte den IgA-Titer um 20%, IgM und
Laktoferrin wurden dabei fast vollstandig zerstort, wobei das Enzym
Lysozym stabil blieb. Ahnlich verhielt es sich mit der Kapazitat der Milch
Folsaure zu binden und Bakterien abzuwehren (Ford et al., 1977).

» In einer weiteren Arbeit von Liebhaber et al. wurde festgestellt, dass das
Holder-Verfahren und die Kryoinaktivierung die Gesamtlymphozytenzahl
und die Konzentration von IgA verminderte. Nach der Kryoinaktivierung
dagegen wurde keine signifikante Verminderung von IgA festgestellt
(Liebhaber et al., 1977).
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= 1978 veroffentlichten Evans et al. folgende Ergebnisse: das Holder-
Verfahren verminderte Lysozym, Laktoferrin und 1gG. IgA dagegen blieb
stabil. Nach dem Verfahren der Kryoinaktivierung waren die Marker
Laktoferrin, Lysozym, IgG, IgA und der Komplementfaktor C3 nicht
nennenswert verandert (Evans et al., 1978).

= Wills et al. untersuchten nicht nur die gewdhnliche Holder-
Pasteurisierung, sondern auch die Inaktivierung bei 62,5 °C und funf
Minuten sowie die Inaktivierung bei 56 °C fir 15 Minuten. Die
Durchschnittsaktivitat dieser Verfahren zeigte folgende Ergebnisse:
Verminderung des IgA-Spiegls um 67 %, Laktoferrin-Spiegel um 27% und
des Lysozym-Spiegels um 67%. Pasteurisierung fur 15 Minuten bei 56
°C hingegen hatte keinen Einfluss auf diese Spiegel (Wills et al. 1982).

* Goldblum et al., beschrieben in ihrer Arbeit von 1984, dass
Kurzzeithitzepasteurisierung bei 72°C fur 5 oder 15 Sekunden die
Aktivitat der Lipase zerstorte. Lediglich 3% der urspriunglichen Aktivitat
konnten erhalten bleiben. Folsaure, Vitamin B4, Bz, Bs und Vitamin C
blieben unbeeinflusst. Unverandert stabil waren auch sIgA und
Laktoferrin, wobei ein Anstieg von Lysozym-Konzentration und Lysozym-
Aktivitat zu verzeichnen war (Goldblum et al., 1984)

= Berkow et al. untersuchten in ihrer Arbeit den Effekt der
Kryoinaktivierung auf bestimmte Marker der Muttermilch: Dabei bleibt die
Aktivitat der Lipase unbeeintrachtigt, wahrend Milchfett bei -20 °C
hydrolisiert wird, aber nicht bei -70 °C (Berkow et al., 1984).

1.7. Ziel der Arbeit

Von allen seropositiven Muttern reaktivieren bis zu 96% das HCMV in der
Brustdruse. Eine Transmission auf das Fruhgeborene (Geburtsgewicht

< 1500g) kann bei bis zu 37% stattfinden. Die durch Stillen erworbene HCMV-
Infektion des Risiko-Frihgeborenen (< 1000g Geburtsgewicht) kann mit einer
symptomatischen HCMV-Infektion assoziiert sein. Bisher verfugbare
Praventionsstrategien zur Virusinaktivierung sind auf der einen Seite die

Langzeithitzepasteurisierung  (Holder-Verfahren), die mit erheblichen



1. Einleitung -26 -

Qualitatsverlusten von immunologisch und nutritiv wichtigen Komponenten der
Muttermilch einhergeht und auf der anderen Seite die Kryoinaktivierung bei

-20 °C. Die Gefriertaumethode ist jedoch ungeeignet, HCMV quantitativ aus der
Muttermilch zu eliminieren (Hamprecht, 2004). Deshalb wurde ein neues
Verfahren zur Kurzzeithitzepasteurisierung etabliert und im Rahmen dieser
Arbeit untersucht, ob eine Kurzzeithitzepasteurisierung unterhalb 72 °C maoglich
ist und wie sich dies auf die Aktivitat von Markerenzymen auswirkt.

Die apparative Durchfihrung der Kurzzeithitzepasteurisierung erfolgte mittels
eines Prototyps (Firma Lauf, Tubingen). Diese Methode wurde mit dem
kommerziell verfugbaren Verfahren der Holder-Pasteurisierung (30 Minuten,
62,5 °C) verglichen. Fur die Versuche wurde sowohl Milch von Muttern mit
positivem als auch mit negativem Serostatus verwendet. Milchproben von
seronegativen Muttern wurden artifiziell mit definierter Viruslast infiziert
(Laborstamm AD169). Die quantitative Detektion der verbleibenden viralen
Restinfektiositat nach Inaktivierung in der Muttermilch erfolgte mittels
Inokulation auf Mikrokulturen durch quantitativen Infektiositatsnachweis nach
18- stundiger Inkubation (Hamprecht, 2003). Die quantitative Detektion viraler
DNA in der Muttermilch wurde mittels COBAS AMPLICOR CMV MONITOR
TEST getestet.

Des Weiteren wurden in dieser Arbeit die Aktivitat der beiden Markerenzyme
Alkalische Phosphatase und Lipase als Erfolgskontrolle der Inaktivierung
analysiert. Wie verhalten sich die Enzyme nach erfolgter Inaktivierung? Wie
hoch ist deren Aktivitat im Vergleich zum Holder-Verfahren?
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2. Material und Methodik

2.1. Material

2.1.1. Zellen

Es werden humane Vorhautfibroblasten (HFF) verwendet, die urspringlich aus
einer Gewebebiopsie nach Circumcision gewonnen wurden. Man kultiviert in
Eagles Minimum Essential Medium. Sie wachsen als einschichtiger adharenter

Zellrasen (Monolayer).

2.1.2. Muttermilch

Diese erhielten wir von stillenden Muttern Frihgeborener (Neonatologie der

Universitat Tubingen) und Reifgeborener (Freiwillige).

2.1.3. Virusstamm HCMV-AD169

Laborstamm: es wird der Laborstamm HCMV-AD169, ein an humane
Vorhautfibroblasten und MRC-5 adaptierter Cytomegalovirus-Laborstamm

verwendet.

2.1.4. Loésungen und Medien
2.1.4.1 Lésungen und Medien fiir die Zellkultur

Minimum Essential Medium (MEM)
MEM mit Zusatz von Salzen nach Earle oder Hanks, sie unterscheiden sich

durch unterschiedliche Salzkonzentrationen im Trockenpulver:

10,7 g MEM Trockenpulver (Firma Gibco)

0,7 g NaHCO3 (Firma Merck)

in 1000 ml deionisiertem Wasser lI6sen und versetzen mit

100 pg/ml Gentamycin (Firma Grunenthal)
und fotalem Kalberserum (Firma Gibco)

(nach 30-minutiger Inaktivierung des Komplements im Wasserbad bei 56 °C)
AnschlieRend erfolgt die Sterilfiltration (Millex-GS 0,22 pm Filter).

Wachstumsmedium
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MEM/E
Zusatz von 10% (v/v) Fotales Kalberserum (FCS)

Zusatz von 3,5 ml L-Glutamin

Erhaltungsmedium
MEM/E
Zusatz von 5% (v/v) Fotales Kalberserum (FCS)

Zusatz von 3,5 ml L-Glutamin

Phosphat gepufferte Saline (PBS)
PBS in 1000 ml Phosphatpuffer (ohne Calcium- und Magnesiumionen) sind

folgende Komponenten enthalten:

8,0 g NaCl (Firma Merck)
0,2 g KCI (Firma Merck)
2,898 g Na;HPO,4 x 12 H,O (Firma Merck)
0,2 g KoHPO, (Firma Merck)

Trypsin-Losung

0,2 g/ EDTA (Firma Sigma)
0,25% Trypsin (1:250; 5,1 U/mg, Serva)

0,25% KCI (Firma Merck)

100 pg/ml Gentamycin (Firma Grunenthal)

anschlieend erfolgt die Sterilfiltration (Millex-GS 0,22 pym Filter)

Trypanblauléosung

0,5% Trypanblau in 0,9%-iger NaCl-Losung
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2.1.4.2. Lésungen fiir den Immunperoxidasetest

Methanol 100% (Firma Merck)

Primarer Antikorper

Gegen das Immediate Early Antigen anti-pp 72 (IE1, codiert im UL123-
Abschnitt des HCMV-Genoms) gerichteter monoklonaler 1IgG-Maus-Antikorper
(E13-Klon, 700 pg/ml)

Verdunnung: 1:200 in PBS (mit 0,5% FCS) (Paesel & Lorei)

Sekundarer Antikorper

Gegen IgG-Maus-Antikorper gerichtetes

Anti-Maus-Immunglobulin (ausK aninchenserum gewonnen)

mit Meerettich-Peroxidase konjugiert

Verdinnung: 1:200 in PBS (mit 0,5% FCS) (Firma Dako)

Natriumacetatpuffer
4,1 g (3M) Natriumacetat, mit Essigsaure

auf pH 4,9 eingestellt (Firma Merck)
AEC-L6sung

400 mg 3-Amino-9-ethyl-Carbazol Substrat (AEC) (Firma Sigma)
geldst in 100 ml N,N-Dimethylformamid (DMF) (Firma Merck)

(entspricht einer Tablette Sigma A 6926 auf 5 ml DMF)

mit 0,1 M Natriumacetatpuffer (pH 4,9) auf 50 ml aufgefullt (1:20)
sterilfiltriert (0,2 um Filter)

direkt vor Gebrauch wurden 10 pl 30% H20, (1:1000) (Firma Merck)

als Substrat zugeben.

Kern-Gegenfarbung mit Hamatoxilin/Hamalaun
Mayers Hamalaunldsung fur die Mikroskopie (Firma Merck)
Verdinnung 1:4 in PBS 0,5 % FCS
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2.1.5. Reagenzien fiir den rekombinanten HCMV-lgG-Immunblot-Test

Teststreifen

Réhrchen mit 10 fortlaufend nummerierten Western-Blot-Teststreifen
beschichtet mit definierten HCMV-Antigenen (Tegumentprotein pp150, Nicht-
Struktur-Proteine IE1, CM2, p65, Glykoproteine gB1 und gB2).

Waschpuffer (zehnfach konzentriert)

Phosphat-Puffer, NaCl, Detergenz, Konservierungsmittel

Schwachpositive IgG-Serumkontrolle

Humaner Ursprung, anti-HIV-1/2, anti-HCV und HBs-Ag negativ

Anti-human IgG Konjugat (tausendfach konzentriert)

aus Kaninchen, enthalt NaN3

Chromogenes Substrat Tetramethylbenzidin (TMB)
gebrauchsfertig

Magermilchpulver

Inkubationsschalen mit je 10 Vertiefungen

2.1.6. Reagenzien fiir COBAS AMPLiCOR CMV MONITOR TEST

Lysereagenz

Tris-HCI Puffer

68% Guanidin Thiocyanat
3% Dithiothreitol

< 1% Glykogen

Quantifizierungspuffer
< 0,001% nicht infektiose Plasmid-DNA, die Primer bindende Sequenzen

enthalt.
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< 0,005% Poly rA RNA
EDTA

0,05% Natriumacetat

Probendiluent
Tris-HCI Puffer

< 0,005% Poly rA RNA
EDTA

0,05% Natriumacetat

Farbstoff
< 0,4% Dextranblau 2000
0,05% Natriumacetat

Negative Human-Plasma Kontrolle

nicht reaktiv, aber zugelassen fur Antikorpertests gegen HCV, Antikérper gegen
HIV-1/2 und HBs-Ag.

0,1% ProClin®300

HCMV-Negativkontrolle
< 0,005%Poly rA RNA
EDTA

0,05% Natriumacetat

HCMV Schwach positive Kontrolle

< 0,001% nicht infektiose Plasmid-DNA, die HCMV-Sequenzen enthalt.
< 0,005% Poly rA RNA

EDTA

0,05% Natriumacetat

HCMV Stark positive Kontrolle
< 0,001% nicht infektiose Plasmid-DNA, die HCMV Sequenzen enthalt.
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< 0,005 % Poly rA RNA
EDTA

0,05% Natriumacetat

HCMV MONITOR Master Mix
Tris-HCL-Puffer

Glycerol

< 0,01% AmpliTag® (Taqg DNA Polymerase)
<0,001% dATP, dCTP, dGTP, dUTP

< 0,005% Primer LC342 und LC383

< 0,01% AmpErase®

0,09% Natriumacetat

< 2% Magnesiumchlorid

0,09% Natriumacetat

Detektions Kits

AD3 (Amplicon Losungs Reagenz)
EDTA

0,8% Natriumhydroxid

VM PS1 (CMV Probe Suspension 1)
MES Puffer
< 0,5% Suspension of Dynabeads® (paramagnetic particles)

0,09% Natriumacetat

VM4 (CMV Probe Suspension 2)
Natriumphosphatpuffer

< 0,2% Detergent

24,9% Natriumthiocyanat

vVQ PS1 (CMV Quantitation Standard Probe Suspension 1)

MES Puffer
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< 0,1% Suspension of Dynabeads®
0,09% Natriumacetat

VQ4 (CMV Quantitation Standard Probe Suspension 2)
Natriumphosphatpuffer

< 0,2 % Detergent

24,9% Natriumthiocyanat

DN4 (Denaturation Solution)
1,6% Natriumhydroxid

EDTA

Thymolblau

CN4 (Avidin-Meerettichperoxidase-Konjugat)
Tris-HCI-Puffer

< 0,001% Avidin-Meerrettich-Peroxidase Konjugat
Rinderserumalbumin

Emulsit 25 (Dai-ichi Kogyo Seiyaku Co., Ltd.)
0,1% Phenol

1% ProClin 150

SB3 (Substrat A)

Zitratlosung

0,01% Hydrogenperoxid

0,1% ProClin 150

SB (Substrate B)
0,1% 3,3, 5,5 -Tetramethylbenzidin (TMB)
40% Dimethylformamid (DMF)

CN4 (Avidin-Meerettichperoxidase Konjugat)
Tris-HCI-Puffer
< 0,001% Avidin-Meerettichperoxidase Konjugat
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Rinderserumalbumin

Emulsit 25 (Dai-ichi Kogyo Seiyaku Co., Ltd)
0,1% Phenol

1% ProClin 150

Waschpuffer (10X-Wash Konzentrat)
< 2% Phosphatpuffer

< 9% Natriumchlorid

EDTA

< 2% Detergenz

0,5% ProClin300

2.1.7. Arbeitsgerate

Brutschrank (Firma Labotect)

Gefrierschrank (Firma Bosch)

Mikroskop (Firma Leitz)

Mikroskop (ID 02) (Firma Zeiss)

Zentrifuge Biofuge stratos/Rotor #3331 (Firma Heraeus)
Zentrifuge Megafuge 1.0R (Firma Heraeus)

Zentrifuge Eppendorf 5415 C (Firma Eppendorf)

Vortex (Firma Scientific Industries)

Kuhlschrank (Firma Bosch)

Magnetruhrgerat (Firma Heidolph)

Waage AC210 (Firma Sartorius)

Prototyp zur Virusinaktivierung in Muttermilch (Firma Lauf, Tibingen)
COBAS AMPLICOR CMV MONITOR TEST (Firma Roche)
Muttermilchpasteur 20 (Labor Buchdrucker, A-Ottenheim)
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2.2. Methoden

2.2.1. Zellkultur
2.2.1.1. HFF (human foreskin fibroblasts),; Kultivierung

Humane Vorhautfibroblasten werden zum Nachweis der Infektiositat von HCMV
in der zellfreien Fraktion der Muttermilch, nachdem diese aufgearbeitet wurde,
verwendet. Die Fibroblasten stammen urspriinglich aus einer Vorhautbiopsie
(Circumcision). Die Fibroblasten werden in einer Gewebekulturflasche
ausgesat, als Nahrmedium dient Eagles Minimum Essential Medium. Sie
wachsen in der Kulturflasche als adharenter Monolayer. Eine Passagezahl von
ca. 20-30 ist madglich. Die Kultivierung erfolgt im Brutschrank bei einer
Temperatur von 37 °C, einer Atmosphare von 5% CO; und einer Luftfeuchtigkeit
von 95%.

Nach Aussaat in der Kulturflasche werden die Zellen einen Tag im
Wachstumsmedium belassen, dieses wird dann entfernt und Erhaltungsmedium
hinzugegeben, welches danach nur noch alle zwei bis drei Tage gewechselt
wird. Sollte der Indikator Phenolrot, der sich im Erhaltungsmedium befindet
friher von rot nach orange umgeschlagen, so muss das Medium zu diesem

Zeitpunkt gewechselt werden, da dies auf eine Uberséduerung hindeutet.

2.2.1.2. Zellpassagierung

Wenn der Zellrasen dicht genug ist (Mikroskopkontrolle), wird das Medium
abgenommen. Die Zellen werden mit PBS gewaschen und anschlieRend mit
Trypsin-Losung abgeldst. Dazu wird eine 175 cm?Kulturflasche fir zwei
Minuten im Brutschrank inkubiert. Durch anschlieRendes Klopfen gegen die
Kulturflasche konnen die adharenten Zellen abgeldst werden.

Dieser Vorgang wird durch Gabe von MEM mit 10% FCS beendet. Die Zellen
werden im Verhaltnis 1:2 geteilt. Sie werden nun wieder in Wachstumsmedium
aufgenommen und wieder ausgesat. Nach weiteren vier Stunden kann man
unter dem Mikroskop Adharenz beobachten.

Um sicher zu gehen, dass keine Kontamination mit Bakterien oder Pilzen

stattgefunden hat, wird dies taglich mittels Mikroskop Uberprift. Mycoplasmen
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lassen sich zusatzlich durch einen ELISA-Test erkennen (Mycoplasmen-
Detektionskit der Firma Boehringer Mannheim), der in monatlichen Abstanden
durchgefuhrt wird.

Hat sich ein neuer Zellrasen gebildet, kdnnen die Zellen zum Nachweis der

Infektiositat von HCMV in der zellfreien Fraktion der Muttermilch dienen.

2.2.1.3. HFF- Mikrokultur

Die Zellen werden wie in 2.8.2. beschrieben, mit PBS gewaschen und mit
Trypsin-Losung abgeldst. Diesen Ablosevorgang kann man auch sehr gut unter
dem Mikroskop beobachten. Durch Zugabe von MEM mit 10% FCS wird der
Verdau gestoppt und die Zellsuspension wird anschlieBend in ein 15 ml-
Falcontube Uberfihrt. Dies wird nun bei 1000 rpm bei Raumtemperatur
zentrifugiert, der entstehende Uberstand wird verworfen und das Pellet in 5 ml
MEM 10% FCS resuspendiert. Zur Bestimmung der Gesamtzellzahl geht man
folgendermalden vor:

Man verwendet hierzu eine Neubauer-Zahlkammer, welche aus einem
Gitternetz aus vier gro3en Quadraten, die wiederum aus 16 kleinen Quadraten
bestehen, aufgebaut ist. Nun verdinnt man in einem Alliquot 10 pl der
Zellsuspension mit 40 pl Trypanblau. Dies entspricht einer 1:5 Verdinnung.

10 ul dieses Alliquots werden dann in die Neubauer-Zahlkammer pipettiert.
Lebende Zellen nehmen den Farbstoff Trypanblau nicht auf, wobei er tote oder
geschadigte Zellen sehr gut anfarbt (Dye Exclusion Test). Zur Bestimmung der
Zellzahl zahlt man alle vitalen und nichtvitalen Zellen in einem Groldquadrat. Die
Gesamtzellzahl pro ml errechnet sich aus der Anzahl der vitalen gefarbten
Zellen in einem Grol3quadrat multipliziert mit dem Verdinnungsfaktor funf und
dem geometrischen Kammerfaktor 10*. Hat man die Gesamtzellfraktion zuvor in
einem geringeren oder grof3eren Volumen PBS resuspendiert, muss zusatzlich

dieser Verdlinnungs- bzw. Konzentrationsfaktor mit berticksichtigt werden.
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N X« vFx10* Nm=£><V
ml ml
mit:

VF = Verdiinnungsfaktor (5); V = Volumen Zellsuspension (ml); 10* = geometrischer Kammerfaktor, X = Quersumme

der Zellzahl eines GroRquadranten, N=Zellzahl.

Mochte man wie in diesem Fall die Infektiositat in der zellfreien Fraktion der
Muttermilch nachweisen, pipettiert man 100 pl der Zellsuspension (2,5 x 10°/ml
MEM 10% FCS) in jedes Well der Mikrotiterplatte. Die mit den Fibroblasten
beimpfte Platte wird dann fir mindestens vier Stunden im Brutschrank inkubiert.
Die Adharenz der Zellen praft man nach der abgelaufenen Zeit mittels

Umkehrmikroskop.

2.2.1.4. HCMV-IEA-Immunperoxidasetest

Dieser Test setzt sich aus mehreren Arbeitsschritten zusammen und dient als
Nachweis eines frihen viralen Proteins, das Aufschluss gibt Gber das Vorliegen
einer viralen Infektion von HFF in der Kultur (Witzel, 2000). Der
Primarantikorper dient zur Detektion des HCMV-spezifischen Immediate early
antigen (IEA) p72 (UL 123) im infizierten Zellkern und wird von einem mit einer
Meerettich-Peroxidase-konjugierten (POD), gegen den Primarantikdrper
gerichteten, anti-Spezies-Sekundarantikorper erkannt. Die Meerettich-
Peroxidase reduziert anhand des dreiwertigen Eisens im Porphyrinring unter
Zugabe von AEC H,0, zu H,;O, dabei wird das AEC selbst oxidiert. Dabei
entsteht Azamethin, welches als unldsliches Prazipitat vorliegt. Es resultiert in
einem Farbumschlag zu rotbraun. Die Anzahl der HFF-Zellen, die das IE1 im
Zellkern exprimieren, kann dann unter dem Lichtmikroskop bestimmt werden
(Witzel, 2000).
Folgende Arbeitsschritte sind notig:
e Das Uberstandsmedium wird von der Mikrotiterplatte abgenommen und
eiskaltes Methanol, das bei -20 °C gelagert wurde zur Fixierung der Zellen

hinzugegeben. Dann wird die Mikrotiterplatte fir 20 Minuten im Kihlschrank
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bei 4 °C inkubiert. Danach wird das Methanol wiederum entfernt und es
schlief3t sich ein Waschschritt mit PBS 5% FCS an.

e Dann werden pro Well 100 pl des monoklonalen Maus-Antikdrpers gegen
das HCMV |E-Antigen p72 (UL123), Klon E13 (Mazeron et al., 1992) 1:500
verdunnt in PBS 0,5% FCS zugegeben und fur eine Stunde im Brutschrank
inkubiert. Danach erfolgt ein zweimaliger Waschgang mit PBS 5% FCS.

e Nach Zugabe des sekundaren Antikorpers (aus Kaninchenserum
gewonnener Anti-Maus IgG-Antikorper) in einer 1:500 Verdlinnung mit PBS
0,5% FCS wird wiederum flur eine Stunde inkubiert. Der
Sekundarantikorper ist mit einer Meerettich-Peroxidase konjugiert. Nach der
Inkubation erfolgt wieder ein zweimaliger Waschgang mit PBS 5% FCS.

e Um die infizierten Zellkerne zu erkennen, wird AEC-Stammlosung (3-
Amino-9ethylcarbazol; Firma Merck) mit 1:20 0,1 molaren Na-Acetatpuffer
verdunnt und mit einem 0,22 um-Filter steril filtriert. Vor Gebrauch wird
dann im Kuhischrank gelagertes H,O, hinzugegeben. Diese Reaktion wird
nun lichtgeschutzt fir 30 Minuten inkubiert. Die Uber die beiden Antikérper
indirekt gebundene Meerettich-Peroxidase reduziert hierbei das Substrat
H20;, zu H,0O, wahrend AEC oxidiert wird und als rotbrauner, unloslicher
kristalliner Farbstoff prazipitiert. Da die IE-Antigene im Kern lokalisiert sind,
werden bei der Enzymreaktion die Kerne infizierter Zellen roétlich-braun

angefarbt und kdnnen so mikroskopisch detektiert werden (Witzel, 2000).

2.2.2. HCMV-TCIDsp-Bestimmung

Zur Inaktivierung seronegativer Muttermilch wird diese mit dem Laborstamm
AD169 artifiziell infiziert (Spiking). Zusatzlich dient dieser Laborstamm auch als
Positivkontrolle zum Nachweis der Infektiositat in der Zellkultur. Es wird ein an
HFF- und der Zellinie MRC-5-adaptierter Laborstamm AD169 Lysat ,B“ mit

0487 verwendet.

einer TCID s0/100 i VONn 1
Der Laborstamm wird auf 175 cm? Kulturschalen passagiert, weil hohe Titer von
extrazellularem Virus bendtigt werden. Wenn ein CPE (zytopathischer Effekt)
von 80-90% erreicht ist, werden die infizierten und trypsinierten Fibroblasten

pelletiert (400 g; 10 min) und zur Gewinnung von zellfreiem Virus werden die
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Kulturiberstande gepoolt. Im Weiteren wird mit zellfreien Viruskultur-
Uberstanden gearbeitet. Dazu wird der resultierende Uberstand bei 3000g
zentrifugiert. Zur anschlieRenden Pelletierung wird der Uberstand fiir 60
Minuten bei 50000 g zentrifugiert. Die Pellets werden in je 100 yl MEM-10%
FCS resuspendiert und portioniert bei -70 °C eingefroren. Aus einem Alliquot
des Kulturiberstandes erfolgt dann die Titerbestimmung nach Spearman-
Karber. Hierzu wird wiederum eine aus 96 Wells bestehende Mikrotiterplatte mit
2,5 x 10* HFF in 100 pl MEM pro Well fiir fiinf Stunden bis zur Zelladhdrenz
inkubiert. Die Inkubation erfolgt Gber Nacht im Brutschrank. Nach der Inkubation
wird nun eine Verdunnungsreihe angesetzt. Dazu werden die zu testenden
im MEM von 107'-107°

verdunnt. Zuerst wird der Mediumiberstand abgenommen und mit 100 pl

Viruspraparationen aufgetaut und logarithmisch
Virusverdinnung beimpft. Pro Verdinnungsstufe werden jeweils acht Wells
infiziert. Zur Virusinokulation wird die Mikrotiterplatte fur 30 Minuten bei 400 g
zentrifugiert und fur eine weitere Stunde im Brutschrank inkubiert. Danach
erfolgt die weitere Inkubation bei 37 °C fur 18 Stunden. Nach diesem Schritt
wird die Mikrotiterplatte dem HCMV-IEA-Immunperoxidasetest unterzogen,
welcher Aufschluss gibt Uber das Vorliegen einer viralen Infektion.

Nach diesem Arbeitsschritt kann man nun die TCIDsy nach folgendem Schema

berechnen:

Tab. 4: TCID50-Bestimmung nach Spearman-Kerber
(modifiziert n. Prix, 1999)

Klassengrenze 10® 107 10% 10° 10* 10% 102 10'
HCMV-IEA* 0/8  0/8 0/8 3/8 8/8 8/8 8/8 8/8
Klassenmitte -7,5 -6,5 -5,5 4,5 -3,5 -2,5 -1,5
Zunahme 0 0 3 5 0 0 0
Produkte 0 0 -16,5 -22,5 0 0 0

Im obigen Beispiel waren noch drei der insgesamt acht Wells bei einer
Verdiinnungsstufe von 10° positiv. Bei der darauf folgenden héheren

Verdiinnungsstufe von 10° waren keine der acht Mikrokulturansatze mehr
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positiv. Damit ergibt sich eine Zunahme von drei von 10® nach 10®°. Nach der
Methode von Spearman und Karber kann man die TCIDsy, dann so berechnen:

(n=Mikrokulturen/Verdinnungsstufe):

log TCID, pro100 pl = % Produkte =- % =- 4,875 (Titerverdiinnung)

n
TCID,, pro100 ul =10 ~** (Titer)

Da die Infektion der HFF-Mikrokulturen in Volumina von 100 pl durchgeflhrt
wird, berechnet sich die TCIDso auf ein Volumen von 100 pl. Die TCIDsg pro mi

0-5,875 (

im Beispiel betragt demnach 1 Prix, 1999). Die Verdlinnung zur

Darstellung einer Virussuspension mit 100xTCIDsy als Kontrolle im

Mikrokulturansatz betragt demnach 107387,

2.2.3. Inaktivierungsverfahren

2.2.3.1. Inaktivierungsgerét zur Kurzzeitpasteurisierung und
Temperaturerfassung

Der vorliegende Prototyp wurde von der Firma Lauf in Tubingen speziell fur die
HCMV-Inaktivierung in unserer Abteilung entwickelt.

Zur Handhabung des Gerates: In einen 250 ml Rundkolben werden 20 ml Milch
geflllt und dieser wird an der dafir vorgesehenen Vorrichtung mit einem
integrierten Temperaturmessfuhler befestigt. Durch den Temperaturmessfuhler
kann die Muttermilch auf die gewunschten Temperatursollwerte gebracht
werden. Die Wahl der Standardvorgange ist an den Tasten des Bedienfeldes
vorzunehmen. Der gesamte Prozess der Inaktivierung erfolgt danach
vollautomatisch.

Der Kolben wird derart in Rotation versetzt, dass an der Innenwand ein
Milchfilm generiert wird, der die geometrische Figur einer Halbhohlkugel
beschreibt. Voraussetzung der Generierung des Milchfilms ist: ein 250 ml
Rundkolben, ein  Milchvolumen von 20 ml wund eine definierte
Rotationsgeschwindigkeit. Durch diesen Milchfilm kann ein optimaler
Temperaturaustausch gewahrleistet werden. Der rotierende Rundkolben taucht

nun in eine Temperierkammer ein. In der Kammer ist der rotierende Behalter
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sowohl der Heizwirkung der Warmequelle (Heilluft) als auch der Kuhlwirkung
der Kuhlquelle (Kaltwasser 8 °C) aussetzbar. Die Temperierkammer steht tUber
eine Ablauféffnung mit dem Wasserbad in Verbindung, wobei das Wasserbad
einen unterhalb der Temperierkammer angeordneten Wassertank aufweist.
Somit kann das Wasser dann direkt ablaufen.

Wahrend dem Inaktivierungsvorgang bleibt die zu behandelnde Probe in der
Temperierkammer und wird durch heilen Luftstrom auf die gewlnschte
Temperatur gebracht. Der Aufheizvorgang dauert ca. 80 Sekunden. Durch eine
relativ niedrig gehaltene Temperatur des heif3en Luftstromes ist ein schonender
Aufheizvorgang gewahrleistet. Ist der Sollwert der Maximaltemperatur erreicht,
beginnt die Rampenzeit, die zwischen 1 und 10 Sekunden variiert.

Der Abkuhlvorgang erfolgt durch Einstrahl von Wasser (8 °C) auf die rotierende
Kolbenoberflache. Das Abkuhlen erfolgt damit nicht schockartig, sondern
genauso schonend wie das Aufheizen.

Abb. 5: Inaktivierungsgerit (Prototyp)

Die Temperaturdaten werden mittels eines integrierten Temperaturmessfihlers
im  Sekundenabstand erfasst. Die Messdaten werden von einem

Bildschirmschreiber (Computerprogramm JUMO) aufgezeichnet, konnen
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anschlieBend in den PC eingelesen werden. Fur einen schnelleren Zugriff
wurde ein Konzept gewahlt, das auf einer Datenarchivierung mit Software-
gesteuerter Auswertung beruht. Die Messdaten kdnnen in verschiedenen Modie

gespeichert und nach Bedarf wieder abgerufen werden.

2.2.3.2. Langzeithitzepasteurisierung (62,5 °C, 30 Minuten, Holder)

Dieses altbekannte und kommerziell verflUgbare Verfahren dient der
Langzeithitzepasteurisierung von Muttermilch. Dabei wird HCMV inaktiviert. Der
Inaktivierungsvorgang lauft fur eine Zeit von 30 Minuten bei einer Temperatur
von 62,5 °C. Eine geringere Temperatur wie z.B. 56 °C reicht bei diesem
Verfahren nicht aus, HCMV sicher zu inaktivieren (Welsh et al., 1979).

Die Maschine ist aus Edelstahl aufgebaut und bis zu 20 Flaschen mit
Muttermilch konnen wahrend einem Inaktivierungsvorgang bei diesem
Verfahren bearbeitet werden. Das Gerat hat einen Warmwasser- bzw.
Kaltwasserzufluss. Wird allerdings Kaltwasser anstatt Warmwasser verwendet,
so muss mit einem langeren Aufheizvorgang gerechnet werden.

Uber einen Wasserabfluss wird das Wasser wieder abgeleitet. Durch Start des
Vorwarmprozesses mittels Magnetventil wird die Warmwasserzuleitung geotffnet
und das Warmwasserbad wird bis zu einer bestimmten Grenze aufgefullt. Die
Erwarmung erfolgt durch eine Erhitzung bis zu einer Temperatur von 62,5 °C.
Dieser Vorgang wird mit einem akustischen Signal und mit der blinkenden
gelben Lampe signalisiert. Jetzt kdonnen die Milchflaschchen in die daflr
vorgesehene Halterung gestellt werden. Beim Offnen des Edelstahldeckels wird
der Stromkreis unterbrochen und die Heizung wieder ausgeschaltet. Die
Probeflasche muss nun noch mit Wasser geflllt werden. Dabei sollte die
Temperatur des Wassers moglichst die gleiche Temperatur wie die Milch
betragen. Druckt man nun den Knopf ,Pasteurisieren Ein“ so lauft folgender
Vorgang automatisch ab: Der Wippmechanismus und die Heizung schalten ein.
Bei Erreichen der Pasteurisierungstemperatur wird die 30-minttige Haltezeit
gestartet. Wahrend dieser Zeit wird die Temperatur konstant gehalten. Danach
schaltet die Heizung aus und das Magnetventil offnet sich, der

Kaltwasserzufluss wird gestartet, der Kuhlungsprozess aktiviert. Nach Ablauf
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der Nachkuhlzeit ertont wieder ein akustisches Signal und die Lampe ,Aus®
beginnt zu blinken. Druckt man diesen Ausschaltknopf, so wird der Behalter
automatisch entleert. Jetzt kann man die Probeflaschen wieder entnehmen.

Der ganze Prozess wird mit dem Prozessschreiber aufgezeichnet, was als
Nachweil® far die ordnungsgemalle Pasteurisierung dient (LABU
Muttermilchpasteur 20).

Abb. 6: Langzeithitzeinaktivierungsverfahren nach Holder (62,5 °C, 30 Min.)
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2.2.3.3. Kurzzeitpasteurisierung von Muttermilch

Die Milch erhielten wir von stillenden Muttern Frihgeborener (Neonatologie der
Universitat Tubingen) oder von freiwilligen Milchspenderinnen reifgeborener
Kinder.

Dabei handelte es sich entweder um frische Milch oder um eingefrorene, die bei
—20 °C gelagert worden war. Fur unsere Experimente bietet diese Form der
Lagerung keine Nachteile, da alle Parameter, die wir untersuchen wollen,

dadurch nicht beeintrachtigt werden.
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Pro Versuch werden mindestens 40 ml Muttermilch bendtigt. 20 ml dienen der
Kontrolle und weitere 20 ml werden fur den Inaktivierungsversuch verwendet.
Der groRte Teil der Versuchsreihen wird als Spiking-Experiment durchgefuhrt,
d.h. zu der Muttermilch wird eine definierte Menge des kryokonservierten
HCMV-Laborstammes hinzugefugt, wenn keine naturliche Infektiositat (bei
seronegativer Mutter) vorliegt. Das Viruslysat (Lysat ,B“ mit einer TCID 50100

von 1087%)

wird mit Handwarme aufgetaut und es wird eine Menge von jeweils
200 pl Viruslysat zu einem Vielfachen (n = 3-4) von jeweils 20 ml Muttermilch
hinzugegeben. Damit wird in der Regel mit einer TCIDsy von 1073%"%/ml
Nativmilch infiziert. Anschliefend werden nun 20 ml der gespikten Muttermilch
in einen 250 ml Rundkolben gegeben. Danach erfolgt flr eine bestimmte
Inkubationszeit und einer bestimmten vorher gewahlten Maximaltemperatur die
Inaktivierung. Im nachsten Schritt wird die Probe zusammen mit der Kontrolle
mit Muttermilch, die nicht inaktiviert wurde,in ein 50-ml-Falcontube uberfuhrt
und bei 600 g bei Raumtemperatur zentrifugiert. Man erhalt dann die
Fettschicht, die Molke und das Pellet, das aus Zellen besteht. Die Fettschicht
und die Molke werden gemeinsam von den Zellen getrennt. Es folgt ein weiterer
Zentrifugationsschritt bei 3200 g und Raumtemperatur fur 10 Minuten. Dieser
zweite Schritt dient dazu, Fett- und Molkeschicht voneinander zu trennen. Bei
einigen Versuchen wurde die Fettschicht mitbearbeitet, d.h. um auch von
diesem Teil der Milch das infektidse Virus isolieren zu kdnnen. Hierzu wird das
Fett in 2 ml PBS resuspendiert, es werden noch 2ml n-Hexan zur Extraktion
hinzugefugt. Die Emulsion wird fur funf Minuten bei 3000 g zentrifugiert. Man
erhalt dann eine wassrige Phase und eine Fettphase. Es wird jeweils ein
Milliliter der wassrigen Phase bei 50000 g bei 4 °C fur 60 Minuten in der
Ultrazentrifuge zentrifugiert (Hamprecht et al., 2003).

Die verbleibende Molke wird durch einen 0,22-um-Poren-Filter steril filtriert.
Auch von dieser Fraktion werden jeweils ein Milliliter bei 50000 g bei 4 °C fir 60
min in einer Hochgeschwindigkeitszentrifuge zentrifugiert (Biofuge Stratos,
Heraeus, Germany). Diese Zentrifuge ist idealerweise auf 4 °C vorgekuhilt.
Molke- und Fettfraktion werden vor Zentrifugation in ein Sarstedt-

Schraubdeckelgefal® aliquotiert und das Gewicht wird dann auf zwei Stellen
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hinter dem Komma austariert, da der Rotor #3331 sehr empfindlich auf etwaige
Gewichtsschwankungen reagiert.

Die resultierenden Pellets werden nach Entfernung des Uberstandes in 200 pl
MEM resuspendiert und jeweils 50 yl davon werden fur die Beimpfung eines
Wells, der vier Stunden =zuvor hergestellten, mit HFF inokulierten
Mikrotiterplatte, verwendet. Anschlielend erfolgt eine 30-inutige Inokulation bei
Raumtemperatur und 400 g. Danach wird der Uberstand abgenommen und mit
200 pl neuen MEM beimpft. Die Mikrotiterplatte wird dann bei 37 °C fur 18
Stunden inkubiert. Danach kann der oben beschriebene kulturelle IE-Antigen-
Immunperoxidasetest erfolgen. Mochte man nach erfolgtem Peroxidasetest die
Viruslast der bearbeiteten Fettfraktion berechnen, so geht man nach folgender
Formel vor: (Ns14 x 2)/Vwich (Ml). Die Molke- und Fettfraktion, die nicht zur
Zentrifugation mittels Ultrazentrifuge bendtigt wird, wird aliquotiert und bei

-80°C eingefroren. Diese Aliquots kdnnen im Weiteren dazu dienen, die
Enzymaktivitaten der Alkalischen Phosphatase und Lipase aber auch
sekretorisches IgA und Lysozym zu bestimmen.

2.2.4. Aktivitatsbestimmung der Alkalischen Phosphatase

Die Enzymaktivitatsbestimmung erfolgt im Zentrallabor des Universitats-
klinikums Tubingen.

Dieser Test der Firma Bayer® erfasst die Aktivitat der Alkalischen Phosphatase
im menschlichem Serum und Plasma (ADVIA® 1650 Chemistry System). Die
Alkalische Phosphatase (AP) hydrolysiert das Substrat PNPP (p-
Nitrophenylphosphat); dabei entsteht p-Nitrophenol (und anorganisches
Phosphat), welches eine gelbe Farbe aufweist. Dieser Farbumschlag entspricht
der Aktivitat der AP und kann spektrometrisch gemessen werden (Wellenlange

p-Nitrophenol: 410 nm).

p-Nitrophenylphosphat + H,O L p-Nitrophenol + P;

Um den ph-Wert zwischen 10,3 und 10,4 zu halten, wird der Puffer 2-amino-2-
methyl-1 Proponal (AMP) verwendet. AuRerdem werden zu dem AMP-Puffer
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noch Magnesium- und Zinkionen hinzugefugt, um das Enzym zu aktivieren und
zu stabilisieren. Die erwarteten Werte fur Serum und Plasma liegen zwischen
25 U/1-100 U/L.

2.2.5. Aktivitatsbestimmung der Lipase

Dieser Test erfasst die Aktivitat der Lipase in menschlichem Serum und Plasma
(nach ADVIA® 1650). Diese Methode misst die Aktivitat der Lipase im Serum
und Plasma mit Hilfe der enzymatischen Reaktion, wobei Methylresorufin
entsteht, welches anschlieRend spektrometrisch bestimmt werden kann. Diese
Reaktion lauft wie folgt ab: aus dem Substrat DGGMR (1,2-o-dilauryl-rac-
glycero-3-glutaric  acid-(6’-methylresorufin)ester)  entsteht  durch  die
enzymatische Reaktion der Lipase 1,2-o-dilauryl-rac-glycerol und der instabile
Glutarylsaure-(6’-methyl resorufin) Ester. Das instabile Produkt zerfallt spontan
in Glutarylsaure und Methylresorufin. Die Lipasereaktion ist proportional zu der
Produktion von Methylresorufin.

In Vivo wird folgende enzymatische Reaktion von der Lipase katalysiert:

Triglycerid + H,O ﬂ) Diglyceride + Fettsaure

Die erwarteten Werte fur Serum und Plasma liegen < 60 U/L.

2.2.6. Rekombinanter HCMV-lgG-immunblot

Der recomBlot CMV ist ein qualitativer In-vitro-Test zum Nachweis und zur
Simultanidentifizierung von phospho- und glykoproteinspezifischen IgG- bzw.
IgM-Antikorpern gegen das Cytomegalievirus in humanem Serum oder Plasma.
Der Test erlaubt durch die elektrophoretische Auftrennung der Antigene, im
Unterschied zu Enzymimmunoassays oder Spottests, eine Differenzierung von
spezifischen Antikdrpern. Das Screening auf HCMV-spezifische Antikorper
erfolgt in der Regel mit Hilfe eines ELISAs. Allerdings ist nicht immer eine
eindeutige, differenzierte Aussage uUber den Infektionsstatus (Primarinfektion/
Reaktivierung) mdglich (HCMV-IgG-Immunblot, Mikrogen). Der recomBlot CMV

bietet hier den Vorteil, dass Reaktivitaten gegen Einzelantigene nachgewiesen
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werden konnen. In der frihen Phase einer Infektion findet man in der Regel
Antikorper, die hauptsachlich gegen das Tegumentprotein p150 sowie Nicht-
Struktur-Proteine (IE1, CM2, p65) gerichtet sind. Antikdrper gegen Glykoprotein
B (gB1 und gB2) tauchen erst 6-8 Wochen nach Erstinfektion auf. Bei
Reaktivierung hingegen erfolgt ein simultaner Nachweis von glyko- und
phosphoproteinspezifischen Antikorpern.

Abb. 7: Teststreifen - Rekombinanter HCMV-IgG-Imunblot
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Durch die humorale Immunantwort ist haufig eine differenzierte Interpretation
des HCMV-Infektionsstatus moglich. Fur diesen speziellen Test werden die
spezifischen Cytomegalievirus-Antigene IE1, p150, CM2, p65, gB1 und gB2 mit
Hilfe rekombinanter E. coli-Zellen hergestellt. Die verwendeten gereinigten,
rekombinanten Antigene werden mittels SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt. Die HCMV-Proteine werden dann
elektophoretisch auf eine Nitrozellulose-Membran Ubertragen (Western-
Blotting). Die Membran wird anschlieBend zur Blockierung freier
Bindungsstellen mit einer Proteinlosung inkubiert und gewaschen. Zum
Nachweis von HCMV-spezifischen Antikorpern werden die Streifen mit der
verdinnten Serumprobe inkubiert, wobei die Antikorper sich an die Antigene
auf den Streifen anlagern. Nicht gebundene Antikérper werden anschliel3end
abgewaschen und die Streifen in einer zweiten Inkubation mit anti-human-IgG
bzw. anti-human-IgM inkubiert, das mit Meerettich-Peroxidase gekoppelt ist. Mit
einer durch die Peroxidase katalysierten Farbereaktion werden spezifisch
gebundene Antikorper nachgewiesen. Falls eine Reaktivitat gegen eines der

HCMV-Proteine gefunden wird, erscheint diese als dunkelblaue Bande auf dem
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Streifen. Als interne Test-Kontrolle ist am oberen Ende der Streifen (unter der
Nummer) eine Bande mit dem Anti-human-Immunglobulin aufgetragen, die bei

jedem Serum eine Reaktion zeigen muss.

Die Schwachpositiv-Kontrolle sollte bei jeder Bestimmung mitgefuhrt werden.
Die mit den Schwachpositiv-Serumkontrollen inkubierten Teststreifen dienen als
Cutoff und sollten nachfolgende Bandenmuster aufzeigen:

Es sollten folgende Banden zu sehen sein: Reaktions-Kontrolle, p150, weitere
Banden konnen zusatzlich erscheinen. Anschlielend werden die Teststreifen
in die entsprechenden Felder des Auswertebogens mit durchsichtigem
Klebeband oberhalb der Markierungslinie geklebt. Nun kénnen an Hand der
Schwachpositiv-Kontrolle die Bandenintensitaten bewertet und in den
Auswertebogen eingetragen werden.

Damit die Auswertung Uberhaupt erfolgen kann, mussen die Antigenbanden
deutlich erkennbar sein und die Hintergrundreaktion darf nicht zu stark sein.

Die Durchfuhrung des Tests erfolgt nach den Angaben des Herstellers (HCMV-
|lgG-Immunblot, Mikrogen).

2.2.7. COBAS AMPLICOR CMV MONITOR TEST

Nach DNA-Extraktion der Proben wird die Ziel-DNA im Thermozykler
amplifiziert. Das Reaktionsgemisch, welches sich in den A-Rdhrchen befindet
wird erhitzt, dadurch erfolgt die Denaturierung der Zielsequenzen. Bei
Abkuhlung des Reaktionsansatzes lagern sich die biotinylierten Primer (LC342
und LC832) an die Zielsequenz an. Eine thermostabile DNA-Polymerase
(Thermus aquaticus DNA-Polymerase) verlingert in Gegenwart von Mg®*-lonen
und Uberschussiger Desoxynucleotidtriphosphate (Desoxyadenosin, Desoxy-
guanosin, Desoxycytidin, Desoxyuridin) die angelagerten Primer entlang der
Zielsequenzen und bildet das Amplifikat. Jeder Zyklus verdoppelt die Menge
der Ziel-DNA in Form von Amplifikaten. Der COBAS AMPLICOR Analyzer fihrt

die erforderliche Anzahl an Zyklen selbststandig durch.
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Die Reihenverdunnung fur Monitor-Tests wird folgendermal3en durchgefuhrt::

e Von der amplifizierten Probe wird je ein Aliquot in drei D-Klvetten pipettiert.
Zur Detektion der unverdinnten Zielsequenz wird die erste der drei
Klvetten bendétigt. Die zweite dient zur Detektion des unverdunnten
Quantifizierungsstandards. In die dritte Kilvette wird Amplifikat-
Verdlinnungsreagenz pipettiert, um die erste Verdinnung durchzufihren.

¢ In zwei D-Klvetten pipettiert man von der ersten Verdinnung je ein Alliquot,
welche zur Detektion der ersten Verdlinnungen von Zielsequenz und
Quantifizierungsstandard bendtigt werden.

e Verdunnungen der Zielsequenz und des Quantifizierungsstandards kdnnen
bei Bedarf durchgefuhrt werden.

Durch Waschzyklen der Transfernadel wird eine Probenkontamination
verhindert.
Die in den Tests enthaltene AmpErase® bietet mit ihrem Enzym Uracil-N-
Glykosylase (UNG) einen Schutz vor Probenkontamination durch Amplifikate.
UNG katalysiert die enzymatische Zerstérung Desoxyuridin-haltiger, nicht aber
Thymidinhaltiger DNA. In naturlich vorkommender DNA ist Desoxyuridin nicht
enthalten, potentiell aber in kontaminierten PCR-Amplifikaten. Es stammt aus
dem Master Mix, wo anstatt von Desoxyuridintriphosphat Thymidintriphosphat
verwendet wird. Das Vorhandensein von Desoxyuridin in den Amplifikaten
macht kontaminierte Amplifikate einer Zerstérung durch AmpErase moglich,
bevor die Amplifikation der Ziel-DNA erfolgt.

Nach Gabe eines Alliquots in die D-Kuvette wird dazu ein testspezifisches

Reagenz gegeben. Die Nachweisreaktion besteht aus drei Inkubationsschritten:

e Hybridisierung: Dies stellt die Bindung von Amplifikaten an komplementarer
einzelstrangiger DNA-Fang-Sonde (Nukleinsauresonden der pol-Region),
die an magnetische Mikropartikel gebunden ist, dar.

¢ Konjugation: Nach erfolgter Auswaschung ungebundenen Materials, bindet
die Avidin-Meerrettich-Peroxidase (Av-HRP) an die wahrend der PCR
gebildeten biotinylierten Amplifikate.
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e Substratkatalyse: Tetramethylbenzidin-Substrat wird durch Meerettich-
Peroxidase in Gegenwart von Wasserstoffperoxid oxidiert. Das erzeugte
Farbsignal wird photometrisch bestimmt (COBAS AMPLICOR Analyser).

Die Extinktion des Detektionsansatzes und des Leerwertes wird im Photometer
gemessen. Der ungefilterte Lichtstrahl wird durch eine Sammellinse und der
resultierende Strahl durch die D-Kivette geleitet. Die Intensitat des durch die D-
Klvette und ihrem Inhalt durchgelassenen Lichtes wird auf der
gegenuberliegenden Seite von einer Si-Photodiode gemessen.

Die optische Dichte wird aus der Intensitat der Lichttransmission durch die D-
Kuvette und die Probe und der Intensitat der Lichttransmission ohne D-Klvette

nach der folgenden Gleichung berechnet:

Optische Dichte prope = -l0g Intensitat pivette (gesamt)
Intensitat Lust (gesamt)

wobei Intensitat D-Klvette (gesamt) = Lichtintensitat durch die D-Kuvette und
Intensitat Luft (gesamt) = Lichtintensitat fir Luft. Die mit inkubiertem Substrat
gemessene optische Dichte des Leerwerts wird von der optischen Dichte des
Reaktionsansatzes subtrahiert (COBAS AMPLICOR Analyser).
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3. Ergebnisse

3.1. Inaktivierung der Muttermilch und Fraktionierung; Ubersicht

Zur Inaktivierung wurde sowohl seropositive als auch seronegative Muttermilch
verwendet. Zur Inaktivierung seronegativer Muttermilch wurde diese mit dem
Laborstamm AD169 artifiziell infiziert (Spiking). Insgesamt wurden 51
verschiedene seronegative und sieben seropositive Muttermilchproben
untersucht. Diese 51 seronegativen Proben stammten von 33 unterschiedlichen
Spenderinnen; die sieben seropositiven Proben stammten von vier
unterschiedlichen stillenden Muttern. Der Zeitraum der Untersuchung erstreckte
sich vom 28.1.03-23.2.04.

In beiden Fallen wurde eine Inaktivierung mit dem Kurzzeithitze-
Pasteurisierungsverfahren durchgefuhrt. Der fur diesen Vorgang verwendete
nicht kommerzielle Prototyp war von der Firma Lauf in Tubingen speziell fur die
Inaktivierungsversuche in unserer Abteilung konstruiert worden. Wie schon in
2.10.1. beschrieben wird der Rundkolben bei Start des Gerates in Rotation
versetzt, wodurch an der Innenwand ein Milchfilm generiert wird, der die
geometrische Form einer Halbhohlkugel beschreibt. Wahrend des
Inaktivierungsvorgangs verbleibt die zu behandelnde Probe in der
Temperierkammer und erreicht durch den Einstrom von Heilluft (hot air stream)
die gewinschte Temperatur. Durch einen kalten Wasserstrahl (8 °C) auf die
rotierende Kolbenoberflache wird die Milch wieder abgekuhlt. Der Prototyp ist
auf ein Milchvolumen von 20 ml ausgelegt. Folgende Faktoren bestimmen den
Erfolg des raschen Temperaturausgleichs im Reaktionsgefal3:

* V Rundkolben (mi)

® V wilchprobe (mi)

¢ Rotationsgeschwindigkeit (U/min)

Nur die Feinabstimmung dieser drei Parameter garantiert die Ausbildung eines
Milchfilms, der einerseits nicht reil3t und andererseits maximal dunn ist. Dies
wiederum ist die absolute Voraussetzung fur eine schnellstmogliche

Temperaturadaptation.
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Nach Inaktivierung erfolgt die weitere Aufarbeitung und Fraktionierung der
Muttermilch. Nach Zentrifugation und Sterilfiltration erhalt man die zellfreie
Fraktion der Molke.

Eine Mikrotiterplatte wird anschlie®end zur Bestimmung der Infektiositat in der
Viruskultur mit dieser Molkefraktion beimpft.

Die nicht bendtigten Aliquots der Molkefraktion werden zur Enzymbestimmung
der Alkalischen Phosphatase und Lipase herangezogen.

In dieser Arbeit wurde die Aktivitat dieser beiden Markerenzyme nach erfolgter
Inaktivierung untersucht und gleichzeitig die Kurzzeithitzepasteurisierung mit
dem Holder-Verfahren verglichen.

Zu Beginn der Untersuchung wurden unterschiedliche Maximaltemperaturen
und Inkubationsdauern des Kurzzeithitzepasteurisierungsverfahrens untersucht.
Bezlglich der Dauer der Inkubation sind als Erstes diejenigen aufgefihrt, die

weniger bzw. mehr als funf Sekunden betragen.

Abb. 8: Prinzip der Kurzzeithitzepasteurisierung
Konstruiert nach Klaus Lauf, Tubingen. Durch Rotation des Kolbens wird an der Innenwand ein
Milchfilm generiert. Hier ist der rotierende Rundkolben vor dem Eintauchen in die

Temperierkammer dargestellt.
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3.2. Temperaturzeitevaluierung

In den folgenden Tabellen sind die jeweiligen Maximaltemperaturen bei
unterschiedlichen Inkubationsdauern (Sekunden) aufgefuhrt. Gleichzeitig sind

die Aktivitaten der AP und Lipase dargestellit.

3.2.1. Inkubationsdauer 2 Sekunden, Maximaltemperatur 72 °C

Es wurde in diesem Experiment eine Maximaltemperatur von 72 °C und eine
Inkubationsdauer von 2 Sekunden gewahlt. Es wurden neun Proben mittels

Spiking-Experiment untersucht.

Tab. 5: Inkubationsdauer 2 Sekunden, Maximaltemperatur 72 °C

ExpNr = Experimentnummer; K (Ngat/ml Molke) = in der Kontrolle detektierte
Fibroblastenkerne in der Viruskultur; P (Ngs/ml Molke) = in der Probe detektierte
Fibroblastenkerne in der Viruskultur; AP-K (U/L) = AP-Aktivitat in der Kontrolle; AP-P(U/L) = AP-
Aktivitat in der Probe; Lipase-K (U/L) = Lipase-Aktivitat in der Kontrolle; Lipase-P (U/L) =
Lipase-Aktivitat in der Probe; Lipase-Akt. in % = Lipase-Aktivitat in Prozent

Verfahren Exp| K (Ngat+ P (Nga+ | Viruskill | AP-K  AP-P | AP-Akt | Lipase-K Lipase-P |Lipase-Akt

Nr | /miMolke) /miMolke) | in% | (U/L) (U/L) | in% (u/L) (u/L) in %
72° und 2sec 44 2155 0 100,00 27 1 3,70 989 10 1,01
72° und 2sec 46 7352 0 100,00 14 1 7,14 74 3 4,05
72° und 2sec 49 1552 0 100,00 26 1 3,85 2240 30 1,34
72° und 2sec 52 1121 0 100,00 39 1 2,56 3617 52 1,44
72° und 2sec 64 1330 0 100,00 17 1 5,88 56 5 8,93
72° und 2sec 65 1320 0 100,00 19 1 5,26 59 3 5,08
72° und 2sec 66 439 0 100,00 21 1 4,76 61 5 8,20
72° und 2sec 68 1260 0 100,00 23 1 4,35 59 4 6,78
72° und 2sec_ 71 1768 0 100,00 23 1 4,35 435 10 2,30

Interpretation:

Virusinaktivierung: Hier zeigt sich, dass in der Kultur keine infizierten Kerne

mehr vorhanden sind. Es hat eine Inaktivierung von 100% stattgefunden.
Selbst wenn in der Kontrolle 7352 Kerne nachzuweisen waren, konnten nach
dem Inaktivierungsvorgang keine infizierten Kerne mehr detektiert werden.

Enzymaktivitaten: Betrachtet man die Aktivitat der AP, so ist nach erfolgter

Inaktivierung lediglich 1U/L enthalten. Dies bedeutet, dass in den untersuchten
Proben lediglich eine Aktivitdt im Bereich von 2,56-7,14% bezuglich der
Kontrolle vorhanden ist. Die Lipase weist eine Aktivitat im Bereich von 1,01-

8,93% bezuglich der Kontrolle auf.
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3.2.2. Inkubationsdauer 2 Sekunden, Maximaltemperatur 65 °C

Es wurde in diesem Experiment eine Maximaltemperatur von 65 °C und eine
Inkubationsdauer von 2 Sekunden gewahlt. Es wurden sieben Proben mittels

Spiking-Experiment untersucht.

Tab. 6: Inkubationsdauer 2 Sekunden, Maximaltemperatur 65 °C

Verfahren Exp| K (Nga+ P (Nt Viruskill [ AP-K  AP-P | AP-Akt | Lipase-K Lipase-P |Lipase-Akt

Nr | /mlMolke) /mlMolke) | in % (U/L) (U/L) | in% (U/L) (U/L) in %
65° und 2 sec 44 2155 0 100,00 27 4 14,81 989 14 1,42
65° und 2 sec 64 1330 0 100,00 17 1 5,88 56 4 7,14
65° und 2 sec 65 1320 0 100,00 19 1 5,26 59 3 5,08
65° und 2 sec 66 439 0 100,00 21 1 4,76 61 4 6,56
65° und 2 sec 68 1260 0 100,00 23 3 13,04 59 7 11,86
65°und 2 sec 71 1768 0 100,00 23 1 4,35 435 6 1,38
65° und 2 sec 77 457 1 99,78 36 1 2,78 204 7 3,43

Interpretation:

Virusinaktivierung: In der Zellkultur waren nach einer Zeit von 2 Sekunden und
einer Inaktivierungstemperatur von 65 °C in sechs der sieben untersuchten
Falle keine infizierten Kerne mehr vorhanden. Dies bedeutet, dass bei diesen
Proben eine 100%ige Inaktivierung stattgefunden hat. Bei einer der
untersuchten Proben konnte nach Inaktivierung noch ein infizierter Kern in der
Viruskultur nachgewiesen werden. Dies bedeutet ein Inaktivierungserfolg von
99,78% der Kontrolle.

Enzymaktivitadten: Die AP zeigt eine Aktivitdt im Bereich von 2,78-14,81%
bezuglich der Kontrolle. Die Lipase weist eine Aktivitat im Bereich von 1,38-
11,86% bezuglich der Kontrolle auf.
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3.2.3. Inkubationsdauer 2 Sekunden, Maximaltemperatur 63 °C

Spiking-Experiment:

Maximaltemperatur: 63 °C

Inkubationsdauer: 2 Sekunden

Tab. 7: Inkubationsdauer 2 Sekunden, Maximaltemperatur 63 °C

Verfahren Exp| K (Ngat+ P (Ngpa+ Viruskill | AP-K AP-P | AP-Akt | Lipase-K Lipase-P |Lipase-Akt

Nr | /miMolke) /miMolke) | in% | (U/L) (U/L) | in% /L) (u/L) in %
63° und 2 sec 44 2155 0 100,00 27 13 48,15 989 17 1,72
63° und 2 sec 46 7352 0 100,00 14 6 42,86 74 5 6,76
63° und 2 sec 68 1260 0 100,00 23 12 52,17 59 6 10,17
63° und 2 sec 81 999 0 100,00 16 9 56,25 228 14 6,14
63° und 2 sec 82 573 0 100,00 18 8 44,44 187 10 5,35
Interpretation:

Virusinaktivierung:

In der Zellkultur waren bei keiner der funf untersuchten

Proben mehr infizierte Kerne nach erfolgter Virusinaktivierung nachzuweisen

(100%ige Inaktivierung).

Enzymaktivitaten: Die AP zeigt eine Aktivitdat im Bereich von 42,86-56,25%

bezuglich der Kontrolle. Die Lipase weist eine Aktivitat im Bereich von 1,72-

10,17 % bezuglich der Kontrolle auf.

3.2.4. Inkubationsdauer 1 Sekunde, Maximaltemperatur 63 °C

Spiking-Experiment:

Maximaltemperatur: 63 °C

Inkubationsdauer: 1 Sekunde

Tab. 8: Inkubationsdauer 1 Sekunde, Maximaltemperatur 63 °C

Verfahren Exp K (Neea+ P (Ngea+ Viruskill | AP-K  AP-P | AP-Akt | Lipase-K Lipase-P |Lipase-Akt

Nr | /ml Molke) /mlMolke) | in% (U/L) (U/L) | in% (U/L) (U/L) in %
63°und 1 sec 77 457 0 100,00 36 2 5,56 204 9 4,41
63° und 1 sec 78 202 0 100,00 13 8 61,54 186 8 4,30
63° und 1 sec 80 1386 1 99,93 22 8 36,36 132 8 6,06
63°und 1 sec 81 999 1 99,90 16 8 50,00 228 13 5,70
63° und 1 sec 82 573 0 100,00 18 7 38,89 187 9 4,81
63°und 1 sec 83 1737 0 100,00 20 7 35,00 182 7 3,85
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Interpretation:

Virusinaktivierung: In der Zellkultur waren nach einer Zeit von 1 Sekunde und
einer Inaktivierungstemperatur von 63 °C in vier der sechs untersuchten Falle
keine infizierten Kerne mehr vorhanden (100%ige Inaktivierung). Bei zwei der
untersuchten Proben konnte nach Inaktivierung lediglich ein infizierter Kern in
der Viruskultur nachgewiesen werden. Dies bedeutet jeweils ein
Inaktivierungserfolg von 99,90% bzw. 99,93% der Kontrolle.

Enzymaktivitadten: Die AP zeigt eine Aktivitdt im Bereich von 5,56-61,54%
bezuglich der Kontrolle. Die Lipase weist eine Aktivitat im Bereich von 3,85-
6,06% bezuglich der Kontrolle auf.

3.2.5. Inkubationsdauer 2 Sekunden, Maximaltemperatur 62 °C

Spiking-Experiment:

Maximaltemperatur: 62 °C

Inkubationsdauer: 2 Sekunden

Tab. 9: Inkubationsdauer 2 Sekunden, Maximaltemperatur 62 °C

Verfahren Exp| K (Nga+ P (Nea+ Viruskill | AP-K  AP-P | AP-Akt | Lipase-K Lipase-P |Lipase-Akt

Nr [ /miMolke) /miMolke) | in% | (U/L) (U/L) | in% (/L) (u/L) in %
62° und 2 sec 44 2155 1 99,95 27 19 70,37 989 23 2,33
62° und 2 sec 46 7352 1 99,99 14 11 78,57 74 5 6,76
62° und 2 sec 49 1552 0 100,00 26 7 26,92 2240 32 1,43
62° und 2 sec 52 1121 0 100,00 39 21 53,85 3617 67 1,85
62° und 2 sec 53 383 0 100,00 37 15 40,54 178 18 10,11
62° und 2 sec 64 1330 0 100,00 17 10 58,82 56 5 8,93
62° und 2 sec 65 1320 0 100,00 19 10 52,63 59 3 5,08
62° und 2 sec 66 439 0 100,00 21 13 61,90 61 4 6,56
62° und 2 sec 68 1260 1 99,92 23 8 34,78 59 6 10,17

Interpretation:

Virusinaktivierung: In der Zellkultur waren nach einer Zeit von 2 Sekunden und
einer Inaktivierungstemperatur von 62 °C in sechs der neun untersuchten Falle
keine infizierten Kerne mehr vorhanden (100%ige Inaktivierung). Bei drei der
untersuchten Proben konnte nach Inaktivierung noch ein infizierter Kern in der
Viruskultur  nachgewiesen werden. Dies bedeutet immerhin ein

Inaktivierungserfolg von 99,92-99,99% der Kontrolle.
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Enzymaktivitaten: Die AP zeigt eine Aktivitat im Bereich von 26,92-78,57%
bezuglich der Kontrolle. Die Lipase weist eine Aktivitat im Bereich von 1,43-

10,17% bezuglich der Kontrolle auf.

3.2.6. Inkubationsdauer 1 Sekunde, Maximaltemperatur 62 °C

Spiking-Experiment:

Maximaltemperatur: 62 °C

Inkubationsdauer: 1 Sekunde

Tab. 10: Inkubationsdauer 1 Sekunde, Maximaltemperatur 62 °C

Verfahren Exp| K(Nga+ P (Nea+ Viruskill | AP-K  AP-P | AP-Akt | Lipase-K Lipase-P |Lipase-Akt

Nr | /miMolke) /miMolke) | in% | (U/L) (U/L) | in% (u/L) /L) in %
62° und 1 sec 45 4213 0 100,00 26 24 92,31 1436 26 1,81
62° und 1 sec 49 1552 0 100,00 26 9 34,62 2240 37 1,65
62° und 1 sec 52 1121 0 100,00 39 19 48,72 3617 58 1,60
62° und 1 sec 55 839 0 100,00 26 17 65,38 3207 67 2,09
62° und 1 sec 64 1330 0 100,00 17 5 29,41 56 3 5,36
62° und 1 sec 65 1320 0 100,00 19 19 | 100,00 59 4 6,78
62° und 1 sec 66 439 0 100,00 21 13 61,90 61 4 6,56
62° und 1 sec 68 1260 0 100,00 23 13 56,52 59 6 10,17
62° und 1 sec 69 4725 6 99,87 28 10 35,71 253 5 1,98
62°und 1 sec 71 1768 2 99,89 23 9 39,13 435 12 2,76
62° und 1 sec 80 1386 2 99,86 22 20 90,91 132 14 10,61
62°und 1 sec 83 1737 0 100,00 20 10 50,00 182 20 10,99
62° und 1 sec 84 1122 0 100,00 25 12 48,00 97 12 12,37

Interpretation:

Virusinaktivierung: In der Zellkultur waren nach einer Zeit von 1 Sekunde und
einer Inaktivierungstemperatur von 62 °C in 10 der 13 untersuchten Falle keine
infizierten Kerne mehr vorhanden (100%ige Inaktivierung). Bei einer der
untersuchten Proben konnte nach Inaktivierung sechs infizierte Kerne in der
Viruskultur nachgewiesen werden und bei zwei weiteren Versuchen waren
lediglich noch zwei infizierte Kerne in der Kultur enthalten. Dies bedeutet jeweils
ein Inaktivierungserfolg von 99,87% und von 99,86% bzw. von 99,89% der
Kontrolle.

Enzymaktivitaten: Die AP zeigt in 12 der untersuchten Proben eine Aktivitat im
Bereich von 29,41-92,31 % bezlglich der Kontrolle. Bei einer Probe konnte eine
Aktivitdt von 100% bezogen auf die Kontrolle erreicht werden. Durch die
gewahlte Maximaltemperatur liel3 sich also ein Anstieg der Aktivitat der AP auf

den Ausgangswert erreichen.
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Die Lipase weist eine Aktivitdt im Bereich von 1,60-12,37 % bezuglich der

Kontrolle auf.

3.2.7. Inkubationsdauer 9 Sekunden, Maximaltemperatur 61 °C

Spiking-Experiment:

Maximaltemperatur: 61 °C

Inkubationsdauer 9 Sekunden

Tab. 11: Inkubationsdauer 9 Sekunden, Maximaltemperatur 61 °C

Verfahren Exp| K (Nga+ P (Ngat Viruskill [ AP-K  AP-P | AP-Akt | Lipase-K Lipase-P Lipase-Akt

Nr | /ml Molke) /ml Molke) in % (U/L) (U/L) in % (U/L) (U/L) in %
61° und 9 sec 52 1121 1 99,91 39 19 48,72 3617 60 1,66
61°und 9 sec 61 1398 0 100,00 50 38 76,00 84 7 8,33
61°und 9 sec 64 1330 0 100,00 17 8 47,06 56 3 5,36
61° und 9 sec 65 1320 0 100,00 19 12 63,16 59 4 6,78
61° und 9 sec 66 439 0 100,00 21 19 90,48 61 3 4,92
61° und 9 sec 68 1260 1 99,92 23 17 73,91 59 4 6,78

Interpretation:

Virusinaktivierung: In der Zellkultur waren nach einer Zeit von 9 Sekunden und

einer Inaktivierungstemperatur von 61 °C in vier der sechs untersuchten Falle

keine infizierten Kerne mehr vorhanden (100%ige Inaktivierung). Bei zwei der

untersuchten Proben konnte nach Inaktivierung lediglich ein infizierter Kern in

der Viruskultur nachgewiesen werden, was einem Inaktivierungserfolg von
99,91 bzw. 99,92% der Kontrolle entspricht.
Enzymaktivitaten: Die AP zeigt eine Aktivitdat im Bereich von 47,06-90,48%
bezuglich der Kontrolle. Die Lipase weist eine Aktivitat im Bereich von 1,66-

8,33% bezuglich der Kontrolle auf.
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3.2.8. Inkubationsdauer 8 Sekunden, Maximaltemperatur 61 °C

Spiking-Experiment:

Maximaltemperatur: 61 °C

Inkubationsdauer: 8 Sekunden

Tab. 12: Inkubationsdauer 8 Sekunden, Maximaltemperatur 61 °C

Verfahren Exp K (Niea+ P (Neea+ Viruskill | AP-K  AP-P | AP-Akt | Lipase-K Lipase-P |Lipase-Akt

Nr | /mIMolke) /miMolke) | in% (U/L) (U/L) | in% (u/L) (u/L) in %
61° und 8 sec 64 1330 0 100,00 17 5 29,41 56 4 7,14
61° und 8 sec 65 1320 7 99,47 19 11 57,89 59 3 5,08
61° und 8 sec 66 439 0 100,00 21 21 100,00 61 4 6,56
61° und 8 sec 68 1260 0 100,00 23 14 60,87 59 5 8,47
61° und 8 sec 77 457 1 99,78 36 9 25,00 204 8 3,92
61° und 8 sec_ 81 999 0 100,00 16 12 75,00 228 19 8,33

Interpretation:

Virusinaktivierung: In der Zellkultur waren nach einer Zeit von 8 Sekunden und
einer Inaktivierungstemperatur von 61°C in vier der sechs untersuchten Falle
keine infizierten Kerne mehr vorhanden (100%ige Inaktivierung). Bei einer der
untersuchten Proben konnte nach Inaktivierung sieben infizierte Kerne in der
Viruskultur nachgewiesen werden und bei einem weiteren Versuch war noch
ein infizierter Kern in der Kultur enthalten. Dies bedeutet jeweils ein
Inaktivierungserfolg von 99,47% bzw. 99,78% der Kontrolle.

Enzymaktivitaten: Die AP zeigt in funf der untersuchten sechs Proben eine
Aktivitat im Bereich von 25,00-75,00 % bezuglich der Kontrolle. Bei einer Probe
konnte die Aktivitat bezuglich der Kontrolle zu 100% erhalten bleiben. Die Li-
pase weist eine Aktivitat im Bereich von 3,92-8,47% bezlglich der Kontrolle auf.

3.2.9. Inkubationsdauer 7 Sekunden, Maximaltemperatur 61 °C

Spiking-Experiment:
Maximaltemperatur: 61 °C
Inkubationsdauer: 7 Sekunden
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Tab. 13: Inkubationsdauer 7 Sekunden, Maximaltemperatur 61 °C

Verfahren Exp| K(Ngat P (Ngat Viruskill | AP-K  AP-P | AP-Akt | Lipase-K Lipase-P |Lipase-Akt

Nr | /ml Molke) /ml Molke) in % (U/L) (U/L) in % (U/L) (U/L) in %
61° und 7 sec 55 839 0 100,00 26 19 73,08 3207 58 1,81
61° und 7 sec 61 1398 0 100,00 50 32 64,00 84 7 8,33
61° und 7 sec 64 1330 0 100,00 17 3 17,65 56 7 12,50
61° und 7 sec 65 1320 3 99,77 19 9 47,37 59 5 8,47
61° und 7 sec 66 439 10 97,72 21 23 109,52 61 7 11,48
61° und 7 sec 68 1260 0 100,00 23 10 43,48 50 3 6,00

Interpretation:
Virusinaktivierung: In der Zellkultur waren nach einer Zeit von 7 Sekunden und

einer Inaktivierungstemperatur von 61°C in vier der sechs untersuchten Falle
keine infizierten Kerne mehr vorhanden (100%ige Inaktivierung). Bei einer der
untersuchten Proben konnte nach Inaktivierung zehn infizierte Kerne in der
Viruskultur nachgewiesen werden und bei einem weiteren Versuch waren noch
drei infizierte Kerne in der Kultur enthalten. Dies bedeutet jeweils ein
Inaktivierungserfolg von 97,72 bzw. 99,77% der Kontrolle.

Enzymaktivitaten: Die AP zeigt in finf der sechs untersuchten Proben eine
Aktivitat im Bereich von 17,65-73,08% bezuglich der Kontrolle. Bei einer Probe
wurde eine Aktivitat von 109,52% der Kontrolle beobachtet. Die Lipase weist

eine Aktivitat im Bereich von 1,81-12,50% bezuglich der Kontrolle auf.

3.2.10. Inkubationsdauer 6 Sekunden, Maximaltemperatur 61 °C

Spiking-Experiment:

Maximaltemperatur: 61 °C

Inkubationsdauer: 6 Sekunden

Tab. 14: Inkubationsdauer 6 Sekunden, Maximaltemperatur 61 °C

Verfahren Exp| K (Ngat+ P (Nga+ Viruskill | AP-K  AP-P | AP-Akt | Lipase-K Lipase-P | Lipase-Akt

Nr | /mlMolke) /mlMolke) | in% (U/L) (U/L) | in% (U/L) (U/L) in %
61° und 6 sec 52 1121 1 99,91 39 14 35,90 3617 45 1,24
61° und 6 sec 55 839 0 100,00 26 15 57,69 3207 57 1,78
61° und 6 sec 61 1398 1 99,93 50 27 54,00 84 6 7,14
61° und 6 sec 64 1330 0 100,00 17 13 76,47 56 5 8,93
61° und 6 sec 65 1320 10 99,24 19 13 68,42 59 6 10,17
61° und 6 sec 68 1260 1 99,92 23 15 65,22 59 6 10,17
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Interpretation:

Virusinaktivierung: In der Zellkultur waren nach einer Zeit von 6 Sekunden und
einer Inaktivierungstemperatur von 61 °C in zwei der sechs untersuchten Falle
keine infizierten Kerne mehr vorhanden (100%ige Inaktivierung). Bei einer der
untersuchten Proben konnte nach Inaktivierung zehn infizierte Kerne in der
Viruskultur nachgewiesen werden, was einem Inaktivierungserfolg von 99,24%
entspricht. Bei drei weiteren Versuchen war lediglich noch ein infizierter Kern in
der Kultur enthalten. Dies bedeutet ein Inaktivierungserfolg von 99,91-99,93%
der Kontrolle.

Enzymaktivitaten: Die AP zeigt eine Aktivitat im Bereich von 35,90-76,47%
bezlglich der Kontrolle. Die Lipase weist eine Aktivitat im Bereich von 1,24-

10,17% bezuglich der Kontrolle auf.

3.2.11. Inkubationsdauer 3 Sekunden, Maximaltemperatur 65 °C

Spiking-Experiment:

Maximaltemperatur: 61 °C

Inkubationsdauer: 3 Sekunden

Tab. 15: Inkubationsdauer 3 Sekunden, Maximaltemperatur 61 °C

Verfahren Exp| K (Ngat+ P (Ngat+ Viruskill | AP-K  AP-P | AP-Akt | Lip -K Lip -P iLip -Akt

Nr | /ml Molke) /mlMolke) | in % (U/L) (U/L) | in% (U/L) (U/L) in %
61° und 3 sec 52 1121 0 100,00 39 17 43,59 3617 71 1,96
61° und 3 sec 56 508 1 99,80 15 7 46,67 1597 120 7,51
61° und 3 sec 57 377 0 100,00 7 9 128,57 1303 153 11,74
61° und 3 sec 58 4503 2 99,96 17 11 64,71 1111 73 6,57
61° und 3 sec 59 1779 5 99,72 18 9 50,00 660 53 8,03
61° und 3 sec 68 1260 0 100,00 23 28 121,74 59 3 5,08

Interpretation:

Virusinaktivierung: In der Zellkultur waren nach einer Zeit von 3 Sekunden und
einer Inaktivierungstemperatur von 61 °C in drei der sechs untersuchten Falle
keine infizierten Kerne mehr vorhanden (100%ige Inaktivierung). Bei einer der
untersuchten Proben konnte nach Inaktivierung ein infizierter Kern in der
Viruskultur nachgewiesen werden; dies entspricht einem Inaktivierungserfolg
von 99,80% der Kontrolle. Bei einem Versuch waren noch funf infizierte Kerne

in der Kultur enthalten. Dies bedeutet ein Inaktivierungserfolg von 99,72% der
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Kontrolle bezogen und bei einem Versuch waren zwei Kerne nach Inaktivierung
in der Kultur enthalten, was einem Inaktivierungserfolg von 99,96% der
Kontrolle entspricht.

Enzymaktivitaten: Die AP zeigt in vier von den untersuchten sechs Proben eine
Aktivitat im Bereich von 43,59-64,71% bezlglich der Kontrolle. In zwei Fallen
wurde eine Aktivitat von 121,74 bzw. 128,57% der Kontrolle beobachtet. Die
Lipase weist eine Aktivitat im Bereich von 1,96-11,74 % bezuglich der Kontrolle

auf.

3.2.12. Inkubationsdauer 2 Sekunden, Maximaltemperatur 61 °C

Spiking-Experiment:

Maximaltemperatur: 61 °C

Inkubationsdauer: 2 Sekunden

Tab. 16: Inkubationsdauer 2 Sekunden, Maximaltemperatur 61 °C

Verfahren Exp| K (Nga+ P (Neat+ Viruskill [ AP-K  AP-P | AP-Akt | Lipase-K Lipase-P |Lipase-Akt

Nr [ /mlIMolke) /mlMolke) | in % (U/L) (U/L) | in% (U/L) (U/L) in %
61°und 2 sec 44 2155 0 100,00 27 25 92,59 989 30 3,03
61°und 2 sec 55 839 0 100,00 26 14 53,85 3207 62 1,93
61°und 2 sec 77 457 0 100,00 36 8 22,22 204 14 6,86
61°und 2 sec 80 1386 0 100,00 22 14 63,64 132 19 14,39
61°und 2 sec 81 999 0 100,00 16 12 75,00 228 32 14,04
61°und 2 sec 83 1737 3 99,83 20 13 65,00 182 11 6,04

Interpretation:

Virusinaktivierung: In der Zellkultur waren nach einer Zeit von 2 Sekunden und
einer Inaktivierungstemperatur von 61 °C in funf der sechs untersuchten Falle
keine infizierten Kerne mehr vorhanden (100%ige Inaktivierung). Bei einer der
untersuchten Proben konnten nach Inaktivierung drei infizierte Kerne in der
Viruskultur nachgewiesen werden; dies entspricht einem Inaktivierungserfolg
von 99,83% der Kontrolle.

Enzymaktivitaten: Die AP zeigt eine Aktivitdat im Bereich von 22,22-92,59%
bezuglich der Kontrolle. Die Lipase weist eine Aktivitat im Bereich von 1,93-
14,39% bezuglich der Kontrolle auf.
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3.2.13. Inkubationsdauer 1 Sekunde, Maximaltemperatur 61 °C

Spiking-Experiment:

Maximaltemperatur: 61 °C

Inkubationsdauer: 1 Sekunde

Tab. 17: Inkubationsdauer 1 Sekunde, Maximaltemperatur 61 °C

Verfahren Exp| K (Ngat P (Neeat Viruskill [ AP-K  AP-P | AP-Akt | Lipase-K Lipase-P |Lipase-Akt

Nr | /mlMolke) /mlMolke) | in% (U/L) (U/L) | in% (U/L) (U/L) in %
61°und 1 sec 68 1260 0 100,00 23 11 47,83 59 3 5,08
61°und 1 sec 81 999 0 100,00 16 13 81,25 228 36 15,79
61°und 1 sec 82 573 1 99,83 18 15 83,33 187 44 23,53
61°und 1 sec 84 1122 2 99,82 25 6 24,00 97 8 8,25
61°und 1 sec 85 427 2 99,53 33 5 15,15 104 14 13,46
61°und 1 sec 86 522 2 99,62 8 9 112,50 326 37 11,35

Interpretation:

Virusinaktivierung: In der Zellkultur waren nach einer Zeit von 1 Sekunde und
einer Inaktivierungstemperatur von 61 °C in zwei der sechs untersuchten Falle
keine infizierten Kerne mehr vorhanden (100%ige Inaktivierung). Bei einer der
untersuchten Proben konnte nach Inaktivierung ein infizierter Kern in der
Viruskultur nachgewiesen werden; dies entspricht einem Inaktivierungserfolg
von 99,83% der Kontrolle. Bei drei Versuchen waren jeweils noch zwei infizierte
Kerne in der Kultur enthalten. Dies bedeutet ein Inaktivierungserfolg von 99,53-
99,82% der Kontrolle.

Enzymaktivitaten: Die AP zeigt in funf untersuchten Fallen eine Aktivitat von
15,15-83,33% bezlglich der Kontrolle. In einem Fall konnte eine AP-Aktivitat
von 112,50% der Kontrolle beobachtet werden. Die Lipase weist eine Aktivitat
im Bereich von 5,08-23,53% bezuglich der Kontrolle auf. Bei dieser

Maximaltemperatur zeigt sich eine leichte Zunahme der Aktivitat der Lipase.

3.2.14. Inkubationsdauer 2 Sekunden, Maximaltemperatur 60 °C

Spiking-Experiment:

Maximaltemperatur: 60 °C

Inkubationsdauer: 2 Sekunden
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Tab. 18: Inkubationsdauer 2 Sekunden, Maximaltemperatur 60 °C

Verfahren Exp| K(Ngat P (Nieat+ Viruskill | AP-K  AP-P | AP-Akt | Lipase-K Lipase-P |Lipase-Akt

Nr [ /mlIMolke) /mlMolke) | in% (U/L) (U/L) | in% (U/L) (U/L) in %
60° und 2 sec 44 2155 0 100,00 27 31 114,81 989 48 4,85
60° und 2 sec 77 457 1 99,78 36 15 41,67 204 97 47,55
60° und 2 sec 80 1386 0 100,00 22 14 63,64 132 8 6,06
60° und 2 sec 81 999 1 99,90 16 15 93,75 228 49 21,49
60° und 2 sec 82 573 1 99,83 18 19 105,56 187 79 42,25
60° und 2 sec_83 1737 4 99,77 20 22 110,00 182 19 10,44

Interpretation:

Virusinaktivierung: In der Zellkultur waren nach einer Zeit von 2 Sekunden und
einer Inaktivierungstemperatur von 60 °C in zwei der sechs untersuchten Falle
keine infizierten Kerne mehr vorhanden (100%ige Inaktivierung). Bei drei der
untersuchten Proben konnte nach Inaktivierung lediglich ein infizierter Kern in
der  Viruskultur  nachgewiesen  werden; dies  entspricht einem
Inaktivierungserfolg von 99,78-99,90% der Kontrolle. Bei einem Versuch waren
noch vier infizierte Kerne in der Kultur enthalten. Dies bedeutet ein
Inaktivierungserfolg von 99,77% der Kontrolle.

Enzymaktivitaten: Die AP zeigt in drei der untersuchten sechs Falle eine
Aktivitat im Bereich von 41,67-93,75% bezlglich der Kontrolle. In drei Fallen
wurde eine Aktivitat von 105,56-114,81% der Kontrolle beobachtet. Die Lipase
weist eine Aktivitat im Bereich von 4,85-47,55% bezuglich der Kontrolle auf.
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3.3. Standardisierung der Kurzzeitvirusinaktivierung

3.3.1. Ubersicht

In diesem Teil sind die Inaktivierungsnachweise bei einer Inkubationsdauer von
funf Sekunden und bei jeweiliger Maximaltemperatur dargestellt sowie deren
Einfluss auf die Aktivitat der Alkalischen Phosphatase und Lipase. Aus
Grunden der Praktikabilitdt und der Darstellung wurden nur solche
Inaktivierungsnachweise miteinander verglichen, die bei einer Inkubationsdauer
von funf Sekunden durchgeflhrt worden waren. Auch hier wurden die Versuche
wiederum als Spiking-Experimente durchgefuhrt. Es hat sich auch gezeigt, dass
eine Inkubationsdauer von funf Sekunden fur die Durchfuhrung der
Kurzzeithitzepasteurisierung und insbesondere in Bezug auf die technische
Realisierbarkeit als optimal gilt. Betrachtet man zudem den Inaktivierungserfolg,
so zeigt sich, dass bei langerer Inkubationsdauer auch eine grollere
Wirksamkeit bezlglich der HCMV-Inaktivierung zu verzeichnen ist.

3.3.2. Inkubationsdauer 5 Sekunden, Maximaltemperatur 72 °C

Hier wurde eine Maximaltemperatur von 72 °C bei einer Inkubationsdauer von 5
Sekunden gewahlt. Fur diese Zeit und Temperatur wurden insgesamt neun

unterschiedliche Muttermilchproben mittels Spiking-Experiment untersucht.

Tab. 19: Inkubationsdauer 5 Sekunden, Maximaltemperatur 72 °C

ExpNr = Experimentnummer; K (Ngat/ml Molke) = in der Kontrolle detektierte
Fibroblastenkerne in der Viruskultur; P (Ngs/ml Molke) = in der Probe detektierte
Fibroblastenkerne in der Viruskultur; AP-K (U/L) = AP-Aktivitat in der Kontrolle; AP-P(U/L) = AP-
Aktivitdt in der Probe; Lipase-K (U/L) = Lipase-Aktivitdt in der Kontrolle; Lipase-P (U/L) =
Lipase-Aktivitat in der Probe; Lipase-Akt. in % = Lipase-Aktivitat in Prozent

Verfahren Exp K (Neea+ P (Nga+ | Viruskill| AP-K  AP-P | AP-Akt | Lipase-K Lipase-P /Lipase-Akt

Nr | /miMolke) /miMolke) | in% | (U/L) (U/L) | in% (U/L) (U/L) in %
72°und 5sec 4 618 0 100,00 55 1 1,82 2245 22 0,98
72° und 5 sec 39 1024 0 100,00 10 1 10,00 2315 26 1,12
72° und 5 sec 40 304 0 100,00 41 1 2,44 2823 23 0,81
72° und 5 sec 41 293 0 100,00 9 1 11,11 1598 28 1,75
72° und 5 sec 42 1169 0 100,00 10 1 10,00 2479 21 0,85
72°und 5 sec 44 2155 0 100,00 27 1 3,70 989 12 1,21
72° und 5 sec 71 1768 0 100,00 23 1 4,35 435 9 2,07
72°und 5 sec 80 1386 0 100,00 22 1 4,55 132 1 0,76
72° und 5 sec 83 1737 0 100,00 20 1 5,00 182 9 4,95
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Interpretation:

Virusinaktivierung: In der Zellkultur waren nach einer Zeit von 5 Sekunden und
einer Inaktivierungstemperatur von 72 °C keine infizierten Kerne mehr
vorhanden. Dies bedeutet, dass eine 100%ige Inaktivierung stattgefunden hat.
Enzymaktivitaten: Betrachtet man die Aktivitat der AP in den untersuchten
Proben, so ist in allen untersuchten Fallen lediglich 1 U/L enthalten. Dies
bedeutet jedoch, dass in den untersuchten Fallen eine Aktivitat im Bereich von
1,82-11,11% bezuglich der Kontrolle vorhanden ist. Die Lipase zeigt in den
untersuchten Fallen eine Aktivitat im Bereich von 0,76-4,95% gegenuber der
Kontrolle.

Abbildung 9 zeigt einen Temperaturverlauf der Kurzzeithitzepasteurisierung;
aus der dargestellten Kurve wird Folgendes ersichtlich: Der Anstieg der Kurve
zeigt die Aufheizphase an, wobei sich die Muttermilchprobe in der
Temperierkammer befindet und durch einen heilden Luftstrom (hot air stream)
auf der gewunschten Temperatur gehalten wird. Die rot dargestellte Linie zeigt
die Rampentemperatur an, hier erfolgt die Inaktivierung. Der Abfall der Kurve
zeigt den Abkuhlungsvorgang durch Einstrom von Kuhlwasser.

Bei allen weiteren untersuchten Maximaltemperaturen stellt sich der

Kurvenverlauf ahnlich dar.
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Abb. 9: Temperaturkurve des Milchfilms bei einer Inkubationsdauer von 5 Sekunden und einer Maximaltemperatur von 72 °C
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3.3.3. Inkubationsdauer 5 Sekunden, Maximaltemperatur 70 °C

Es wurde in diesem Experiment eine Maximaltemperatur von 70 °C und eine
Inkubationsdauer von 5 Sekunden gewahlt. Es wurden funf Proben mittels

Spiking-Experiment untersucht.

Tab. 20: Inkubationsdauer 5 Sekunden, Maximaltemperatur 70 °C

Verfahren Exp| K (Nga+ P (Nga+ Viruskill | AP-K  AP-P | AP-Akt | Lipase-K Lipase-P |Lipase-Akt
Nr | /ml Molke) /mlMolke) | in % (U/L) (U/L) | in% (U/L) (U/L) in %
70°und 5 sec 86 522 0 100,00 8 1 12,50 326 10 3,07
70°und 5 sec 85 427 0 100,00 33 1 3,03 104 15 14,42
70°und 5 sec 84 1122 0 100,00 25 1 4,00 97 8 8,25
70°und 5 sec 82 573 0 100,00 18 1 5,56 187 6 3,21
70° und 5 sec 81 999 0 100,00 16 1 6,25 228 9 3,95

Interpretation:

Virusinaktivierung: In der Zellkultur waren nach einer Zeit von 5 Sekunden und
einer Inaktivierungstemperatur von 70 °C keine infizierten Kerne mehr
vorhanden. Dies bedeutet, dass eine 100%ige Inaktivierung stattgefunden hat.

Enzymaktivitaten: Betrachtet man die Aktivitat der AP in den untersuchten
Proben, so ist in allen untersuchten Fallen lediglich wie in den oben
beschriebenen Experimenten 1 U/L enthalten. Dies bedeutet, dass in den
untersuchten Fallen eine Aktivitat im Bereich von 3,03-12,50 % bezuglich der
Kontrolle vorhanden ist. Die Lipase zeigt in den untersuchten Fallen eine

Aktivitat im Bereich von 3,07-14,42% gegenuber der Kontrolle.
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Abb. 10: Temperaturkurve des Milchfilms bei einer Inkubationsdauer von 5 Sekunden und einer Maximaltemperatur von 70 °C
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3.3.4. Inkubationsdauer 5 Sekunden, Maximaltemperatur 66 °C

Es wurde in diesem Experiment eine Maximaltemperatur von 66 °C und eine
Inkubationsdauer von 5 Sekunden gewahlt. Es wurden sechs Proben mittels

Spiking-Experiment untersucht.

Tab. 21: Inkubationsdauer 5 Sekunden, Maximaltemperatur 66 °C

Verfahren Exp| K (Ngat P (Nga+ Viruskill | AP-K AP-P | AP-Akt | Lipase-K Lipase-P |Lipase-Akt

Nr | /miMolke) /miMolke) | in% | (U/L) (U/L) | in% (u/L) (u/L) in %
66° und 5sec 4 618 0 100,00 55 6 10,91 2245 48 2,14
66° und 5 sec 81 999 0 100,00 16 1 6,25 228 12 5,26
66° und 5 sec 82 573 0 100,00 18 1 5,56 187 7 3,74
66° und 5 sec 84 1122 0 100,00 25 1 4,00 97 7 7,22
66° und 5 sec 85 427 0 100,00 33 1 3,03 104 11 10,58
66° und 5 sec 86 522 0 100,00 8 1 12,50 326 11 3,37

Interpretation:

Virusinaktivierung: In der Zellkultur waren nach einer Zeit von 5 Sekunden und
einer Inaktivierungstemperatur von 66 °C keine infizierten Kerne mehr
vorhanden. Dies bedeutet wieder, dass eine 100%ige Inaktivierung
stattgefunden hat.

Enzymaktivitaten: Die AP zeigt in den untersuchten Proben eine Aktivitat im
Bereich von 3,03-12,50 % bezlglich der Kontrolle. Die Lipase weist eine

Aktivitat im Bereich von 2,14-10,58% der Kontrolle auf.
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Abb. 11: Temperaturkurve des Milchfilms bei einer Inkubationsdauer von 5 Sekunden und einer Maximaltemperatur von 66 °C
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3.3.5. Inkubationsdauer 5 Sekunden, Maximaltemperatur 65 °C

Es wurde in diesem Experiment eine Maximaltemperatur von 65°C und eine
Inkubationsdauer von 5 Sekunden gewahlt. Es wurden neun Proben mittels

Spiking-Experiment untersucht.

Tab. 22: Inkubationsdauer 5 Sekunden, Maximaltemperatur 65 °C

Verfahren Exp| K (Ngat+ P (Ngga+ Viruskill | AP-K AP-P | AP-Akt | Lipase-K Lipase-P |Lipase-Akt

Nr | /miMolke) /miMolke) | in% | (U/L) (U/L) | in% /L) (u/L) in %
65°und 5sec 2 487 0 100,00 13 4 30,77 120 15 12,50
65° und 5 sec 39 1024 1 99,90 10 1 10,00 2315 41 1,77
65° und 5 sec 40 304 0 100,00 41 1 2,44 2823 24 0,85
65° und 5 sec 41 293 0 100,00 9 1 11,11 1598 26 1,63
65° und 5 sec 42 1169 0 100,00 10 1 10,00 2479 33 1,33
65° und 5sec 71 1768 0 100,00 23 1 4,35 435 11 2,53
65° und 5 sec 77 457 1 99,78 36 1 2,78 204 7 3,43
65° und 5 sec 80 1386 0 100,00 22 3 13,64 132 3 2,27
65° und 5 sec 83 1737 0 100,00 20 2 10,00 182 8 4,40

Interpretation:

Virusinaktivierung: In der Zellkultur waren nach einer Zeit von 5 Sekunden und
einer Inaktivierungstemperatur von 65 °C in sieben der neun untersuchten Falle
keine infizierten Kerne mehr vorhanden. Dies bedeutet, dass bei diesen Proben
eine 100%ige Inaktivierung stattgefunden hat. Bei zwei der untersuchten
Proben konnte nach Inaktivierung jeweils noch ein infizierter Kern in der
Viruskultur nachgewiesen werden. Dies bedeutet, ein Inaktivierungserfolg von
99,78 bzw. 99,90% (ausgehend von der Kontrolle).

Enzymaktivitaten: Die AP zeigt in den untersuchten Proben eine Aktivitat im
Bereich von 2,44-30,77 % bezlglich der Kontrolle. Somit I&sst sich im Vergleich
zu den vorangegangenen Versuchen schon ein leichter Anstieg der AP
bemerken. Die Lipase weist eine Aktivitat im Bereich von 0,85-12,50% der

Kontrolle auf.
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Abb. 12: Temperaturkurve des Milchfilms bei einer Inkubationsdauer von 5 Sekunden und einer Maximaltemperatur von 65 °C
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3.3.6. Inkubationsdauer 5 Sekunden, Maximaltemperatur 64 °C

Tab. 23: Inkubationsdauer 5 Sekunden, Maximaltemperatur 64 °C

Verfahren Exp| K (Ng\+ P (Nga+ Viruskill | AP-K AP-P | AP-Akt | Lipase-K Lipase-P |Lipase-Akt
Nr | /miMolke) /miMolke) | in% | (U/L) (U/L) | in% /L) (u/v) in %
64° und 5sec 4 618 0 100,00 55 19 34,55 2245 50 2,23
64° und 5 sec 26 465 0 100,00 88 39 44,32 2117 39 1,84
64° und 5 sec 27 388 0 100,00 18 6 33,33 1074 19 1,77
64° und 5 sec 77 457 1 99,78 36 10 27,78 204 10 4,90
64° und 5 sec 78 202 1 99,50 13 6 46,15 186 13 6,99

Interpretation:
Virusinaktivierung: In der Zellkultur waren nach einer Zeit von 5 Sekunden und

einer Inaktivierungstemperatur von 64 °C in drei der funf untersuchten Falle
keine infizierten Kerne mehr vorhanden. Dies bedeutet, dass bei diesen Proben
eine 100%ige Inaktivierung stattgefunden hat. Bei zwei der untersuchten
Proben konnte nach Inaktivierung lediglich ein infizierter Kern in der Viruskultur
nachgewiesen werden. Dies bedeutet, ein Inaktivierungserfolg von 99,5 bzw.
99,78% der Kontrolle.

Enzymaktivitaten: Die AP zeigt in den untersuchten Proben bereits eine Aktivitat
im Bereich von 27,78-46,15 % bezlglich der Kontrolle. Die Lipase weist eine
Aktivitat im Bereich von 1,77-6,99% der Kontrolle auf.
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Abb. 13: Temperaturkurve des Milchfilms bei einer Inkubationsdauer von 5 Sekunden und einer Maximaltemperatur von 64 °C
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3.3.7. Inkubationsdauer 5 Sekunden, Maximaltemperatur 63 °C

Tab. 24: Inkubationsdauer 5 Sekunden, Maximaltemperatur 63 °C

Verfahren Exp| K (Ngat+ P (Ngga+ Viruskill | AP-K AP-P | AP-Akt | Lipase-K Lipase-P |Lipase-Akt
Nr | /miMolke) /miMolke) | in% | (U/L) (U/L) | in% (u/L) (u/L) in %
63° und 5 sec 31 1695 0 100,00 13 6 46,15 1793 26 1,45
63° und 5 sec 33 900 1 99,89 14 1 7,14 1082 33 3,05
63° und 5 sec 39 1024 1 99,90 10 1 10,00 2315 32 1,38
63° und 5 sec 41 293 0 100,00 9 1 11,11 1598 39 2,44
63° und 5 sec 42 1169 0 100,00 10 3 30,00 2479 37 1,49

Interpretation:

Virusinaktivierung: In der Zellkultur waren nach einer Zeit von 5 Sekunden und
einer Inaktivierungstemperatur von 63 °C in drei der funf untersuchten Falle
keine infizierten Kerne mehr vorhanden (100%ige Inaktivierung). Bei zwei der
untersuchten Proben konnte nach Inaktivierung lediglich ein infizierter Kern in
der Viruskultur nachgewiesen werden. Dies bedeutet, ein Inaktivierungserfolg
von 99,89% bzw. 99,90% der Kontrolle.

Enzymaktivitaten: Die AP zeigt in den untersuchten Proben eine Aktivitat im
Bereich von 7,14-46,15 % bezuglich der Kontrolle. Die Lipase weist eine
Aktivitat von 1,38-3,05% der Kontrolle auf.
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3.3.8. Inkubationsdauer 5 Sekunden, Maximaltemperatur 62 °C

Tab. 25: Inkubationsdauer 5 Sekunden, Maximaltemperatur 62 °C

Verfahren Exp K (Nea+ P (Niea+ Viruskill | AP-K  AP-P | AP-Akt | Lipase-K Lipase-P |Lipase-Akt

Nr | /miMolke) /miMolke) | in% | (U/L) (U/L) | in% (u/L) (U/L) in %
62°und 5sec 4 618 0 100,00 55 39 70,91 2245 57 2,54
62°und 5sec 7 190 0 100,00 15 5 33,33 3424 50 1,46
62°und 5sec 8 378 0 100,00 80 73 91,25 1914 54 2,82
62° und 5 sec 16 1784 0 100,00 8 6 75,00 1364 65 4,77
62° und 5 sec 26 465 0 100,00 88 30 34,09 2117 36 1,70
62° und 5 sec 27 388 0 100,00 18 13 72,22 1074 62 5,77
62° und 5 sec 30 1658 0 100,00 38 28 73,68 1236 29 2,35
62° und 5 sec 31 1695 0 100,00 13 8 61,54 1793 27 1,51
62° und 5 sec 33 900 0 100,00 14 2 14,29 1082 37 3,42
62° und 5 sec 35 117 0 100,00 14 6 42,86 1351 28 2,07
62° und 5 sec 36 4050 0 100,00 27 6 22,22 1312 31 2,36
62° und 5 sec 42 1169 1 99,91 10 4 40,00 2479 29 1,17
62° und 5sec 71 1768 3 99,83 23 9 39,13 435 8 1,84
62° und 5 sec_77 457 0 100,00 36 3 8,33 204 9 4,41

Interpretation:

Virusinaktivierung: In der Zellkultur waren nach einer Zeit von 5 Sekunden und
einer Inaktivierungstemperatur von 62 °C in 12 der 14 untersuchten Falle keine
infizierten Kerne mehr vorhanden (100%ige Inaktivierung). Bei einer der
untersuchten Proben konnte nach Inaktivierung drei infizierte Kerne in der
Viruskultur nachgewiesen werden und bei einem weiteren Versuch war noch
ein infizierter Kern in der Kultur enthalten. Dies bedeutet jeweils ein
Inaktivierungserfolg von 99,83 bzw. 99,91% der Kontrolle.

Enzymaktivitaten: Die AP zeigt in den untersuchten Proben eine Aktivitat im
Bereich von 8,33-91,25 % bezuglich der Kontrolle. Bei dieser gewahlten
Maximaltemperatur steigt die Aktivitat der AP nochmals an. Die Lipase weist

eine Aktivitat im Bereich von 1,17-5,77% der Kontrolle auf.
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Abb. 14: Temperaturkurve des Milchfilms bei einer Inkubationsdauer von 5 Sekunden und einer Maximaltemperatur von 62 °C
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3.3.9. Inkubationsdauer 5 Sekunden, Maximaltemperatur 61 °C

Tab. 26: Inkubationsdauer 5 Sekunden, Maximaltemperatur 61 °C

Verfahren Exp| K (Ng\+ P (Neat+ Viruskill | AP-K  AP-P | AP-Akt | Lipase-K Lipase-P | Lipase-Akt

Nr | /ml Molke) /mlMolke) | in% (U/L) (U/L) | in% (U/L) (U/L) in %
61°und 5 sec 31 1695 1 99,94 13 9 69,23 1793 28 1,56
61°und 5 sec 33 900 0 100,00 14 5 35,71 1082 42 3,88
61°und 5sec 34 2058 0 100,00 48 9 18,75 48 6 12,50
61°und 5 sec 36 4050 1 99,98 27 14 51,85 1312 41 3,13
61°und 5 sec 37 752 0 100,00 20 20 100,00 1829 63 3,44
61°und 5 sec 39 1024 1 99,90 10 5 50,00 2315 47 2,03
61°und 5 sec 40 304 1 99,67 41 18 43,90 2823 48 1,70
61°und 5 sec 41 293 0 100,00 9 4 44,44 1598 29 1,81
61°und 5 sec 42 1169 1 99,91 10 6 60,00 2479 31 1,25
61°und 5 sec 52 1121 1 99,91 39 16 41,03 3617 49 1,35
61°und 5 sec 55 839 0 100,00 26 10 38,46 3207 66 2,06
61°und 5 sec 56 508 0 100,00 15 8 53,33 1597 115 7,20
61°und 5 sec 57 377 0 100,00 7 7 100,00 1303 109 8,37
61°und 5 sec 58 4503 5 99,89 17 14 82,35 1111 92 8,28
61°und 5 sec 59 1779 4 99,78 18 11 61,11 660 57 8,64
61°und 5 sec 68 1260 0 100,00 23 28 121,74 59 5 8,47
61°und 5 sec 75 496 1 99,80 31 37 119,35 251 15 5,98

Interpretation:

Virusinaktivierung: In der Zellkultur waren nach einer Zeit von 5 Sekunden und
einer Inaktivierungstemperatur von 61 °C in acht der 17 untersuchten Falle
keine infizierten Kerne mehr vorhanden (100%ige Inaktivierung). Bei sieben der
untersuchten Proben konnte nach Inaktivierung lediglich ein infizierter Kern in
der  Viruskultur  nachgewiesen  werden; dies entspricht einem
Inaktivierungserfolg von 99,94-99,98% der Kontrolle. Bei einem Versuch waren
noch funf infiziete Kerne in der Kultur enthalten. Dies bedeutet ein
Inaktivierungserfolg von 99,89% der Kontrolle und bei einem Versuch waren
vier Kerne nach Inaktivierung in der Kultur enthalten, was einem
Inaktivierungserfolg von 99,78% bezogen auf die Kontrolle entspricht.
Enzymaktivitaten: Die AP zeigt in 13 der untersuchten 17 Proben eine Aktivitat
im Bereich von 18,75-82,35% bezuglich der Kontrolle. In vier Fallen konnte eine
Aktivitat von 100-121,74% der Kontrolle erreicht werden. Die Lipase weist eine
Aktivitat im Bereich von 1,25-12,50 % der Kontrolle auf.
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Abb. 15: Temperaturkurve des Milchfilms bei einer Inkubationsdauer von 5 Sekunden und einer Maximaltemperatur von 61 °C
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3.3.10. Inkubationsdauer 5 Sekunden, Maximaltemperatur 60 °C

Tab. 27: Inkubationsdauer 5 Sekunden, Maximaltemperatur 60 °C

Verfahren Exp| K (Ngat+ P (Ngea+ Viruskill | AP-K  AP-P | AP-Akt | Lipase-K Lipase-P |Lipase-Akt

Nr | /mlMolke) /mlMolke) | in% (U/L) (U/L) | in% (U/L) (U/L) in %
60°und 5sec 2 487 0 100,00 13 10 76,92 120 18 15,00
60°und 5sec 4 618 2 99,68 55 48 87,27 2245 65 2,90
60°und 5sec 7 190 0 100,00 15 18 120,00 3424 74 2,16
60° und 5sec 8 378 0 100,00 80 84 105,00 1914 177 9,25
60° und 5 sec 16 1784 1 99,94 8 7 87,50 1364 270 19,79
60° und 5 sec 19 880 1 99,89 9 8 88,89 758 36 4,75
60° und 5 sec 27 388 0 100,00 18 19 105,56 1074 198 18,44
60° und 5 sec 30 1658 1 99,94 38 47 123,68 1236 36 2,91
60° und 5 sec 33 900 0 100,00 14 5 35,71 1082 34 3,14
60° und 5 sec 34 2058 1 99,95 48 22 45,83 48 8 16,67
60° und 5 sec 37 752 3 99,60 20 19 95,00 1829 56 3,06
60° und 5 sec 42 1169 0 100,00 10 6 60,00 2479 67 2,70
60° und 5 sec 74 1792 2 99,89 27 19 70,37 224 19 8,48
60° und 5 sec 75 496 2 99,60 31 39 125,81 251 15 5,98

Interpretation:

Virusinaktivierung: In der Zellkultur waren nach einer Zeit von 5 Sekunden und
einer Inaktivierungstemperatur von 60 °C in sechs der 14 untersuchten Falle
keine infizierten Kerne mehr vorhanden (100%ige Inaktivierung). Bei vier der
untersuchten Proben konnte nach Inaktivierung lediglich ein infizierter Kern in
der  Viruskultur  nachgewiesen  werden; dies entspricht einem
Inaktivierungserfolg von 99,94- 99,89% der Kontrolle. Bei drei Versuchen waren
noch zwei infizierte Kerne in der Kultur enthalten. Dies bedeutet ein
Inaktivierungserfolg von 99,60-99,89% der Kontrolle. Bei einem Versuch waren
drei Kerne nach Inaktivierung in der Kultur enthalten, was einem
Inaktivierungserfolg von 99,60% der Kontrolle entspricht.

Enzymaktivitaten: Die AP zeigt in neun der untersuchten 14 Proben eine
Aktivitat im Bereich von 35,71-95,00% bezlglich der Kontrolle. In funf Fallen
konnte eine Aktivitat von 105,00-125,81% der Kontrolle erreicht werden. Die

Lipase weist eine Aktivitat im Bereich von 2,16-19,79% der Kontrolle auf.



3. Ergebnisse -82 -

Abb. 16: Temperaturkurve des Milchfilms bei einer Inkubationsdauer von 5 Sekunden und einer Maximaltemperatur von 60 °C
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3.3.11. Inkubationsdauer 5 Sekunden, Maximaltemperatur 59 °C

Tab. 28: Inkubationsdauer 5 Sekunden, Maximaltemperatur 59 °C

Verfahren Exp K (Ngea+ P (Ngat Viruskill | AP-K  AP-P | AP-Akt | Lipase-K Lipase-P |Lipase-Akt

Nr | /ml Molke) /ml Molke) in % (U/L) (U/L) in % (U/L) (U/L) in %
59° und 5 sec 27 388 0 100,00 18 10 55,56 1074 246 22,91
59° und 5 sec 33 900 0 100,00 14 12 85,71 1082 37 3,42
59° und 5 sec 39 1024 2 99,80 10 8 80,00 2315 10 0,43
59° und 5 sec 74 1792 56 96,88 27 32 118,52 224 20 8,93
59° und 5 sec 75 496 3 99,40 31 24 77,42 251 12 4,78
59° und 5 sec 77 457 0 100,00 36 22 61,11 204 98 48,04
59° und 5 sec 80 1386 1 99,93 22 15 68,18 132 15 11,36
59° und 5 sec 82 573 0 100,00 18 16 88,89 187 49 26,20
59° und 5 sec 83 1737 5 99,71 20 16 80,00 182 25 13,74

Interpretation:

Virusinaktivierung: In der Zellkultur waren nach einer Zeit von 5 Sekunden und
einer Inaktivierungstemperatur von 59 °C in vier der neun untersuchten Falle
keine infizierten Kerne mehr vorhanden (100%ige Inaktivierung). Bei einer der
untersuchten Proben konnte nach Inaktivierung lediglich ein infizierter Kern in
der  Viruskultur  nachgewiesen  werden; dies  entspricht einem
Inaktivierungserfolg von 99,93% der Kontrolle. Bei einem Versuch waren noch
zwei infizierte Kerne in der Kultur enthalten. Dies bedeutet ein
Inaktivierungserfolg von 99,80% bezuglich der Kontrolle. In drei weiteren
Versuchen waren jeweils noch drei, funf und 56 Kerne nach Inaktivierung in der
Kultur enthalten. Dies entspricht einem Inaktivierungserfolg von 99,40, 99,71
bzw. 96, 88 % der Kontrolle.

Enzymaktivitaten: Die AP zeigt in acht der untersuchten neun Proben eine
Aktivitat im Bereich von 55,56-88,89% bezlglich der Kontrolle. In einem Fall
konnte eine Aktivitat von 118,52% der Kontrolle erreicht werden. Die Lipase

weist eine Aktivitat im Bereich von 0,43-48,04 % der Kontrolle auf.
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3.3.12. Inkubationsdauer 5 Sekunden, Maximaltemperatur 58 °C

Tab. 29: Inkubationsdauer 5 Sekunden, Maximaltemperatur 58 °C

Verfahren Exp| K (Nga+ P (Npa+ Viruskill [ AP-K  AP-P | AP-Akt | Lipase-K Lipase-P |Lipase-Akt

Nr | /ml Molke) /ml Molke) in % (U/L) (U/L) in % (U/L) (U/L) in %
58°und 5sec 8 378 0 100,00 80 88 110,00 1914 1578 82,45
58° und 5 sec 16 1784 0 100,00 8 9 112,50 1364 1106 81,09
58° und 5 sec 17 270 1 99,63 9 10 111,11 2166 227 10,48
58° und 5 sec 19 880 1 99,89 9 9 100,00 758 85 11,21
58° und 5 sec 23 2600 25 99,04 36 15 41,67 1427 86 6,03
58° und 5 sec 27 388 0 100,00 18 14 77,78 1074 776 72,25
58° und 5 sec 74 1792 151 91,57 27 30 111,11 224 30 13,39
58° und 5 sec 75 496 32 93,55 31 37 119,35 251 16 6,37
Interpretation:

Virusinaktivierung: In der Zellkultur waren nach einer Zeit von 5 Sekunden und
einer Inaktivierungstemperatur von 58 °C in drei der acht untersuchten Falle
keine infizierten Kerne mehr vorhanden (100%ige Inaktivierung). Bei zwei der
untersuchten Proben konnte nach Inaktivierung lediglich ein infizierter Kern in
der  Viruskultur  nachgewiesen  werden; dies  entspricht einem
Inaktivierungserfolg von 99,63 bzw. 99, 89% der Kontrolle. In drei weiteren
Versuchen waren jeweils noch 25, 32 und 151 Kerne nach Inaktivierung in der
Kultur enthalten. Dies entspricht einem Inaktivierungserfolg von 99,04, 93,55
bzw. 91, 57% der Kontrolle.

Enzymaktivitaten: Die AP zeigt in zwei der untersuchten acht Proben eine
Aktivitat im Bereich von 41,67-77,78% bezuglich der Kontrolle. In sechs Fallen
konnte eine Aktivitdt im Bereich von 100,00-119,35% der Kontrolle erreicht
werden. Die Lipase weist eine Aktivitdt im Bereich von 6,03-82,45% der
Kontrolle auf. Die gewahlte Maximaltemperatur flhrt zu einer weiteren

Stabilisierung der Lipaseaktivitat, es ist nochmals ein Anstieg zu erkennen.
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3.3.13. Inkubationsdauer 5 Sekunden, Maximaltemperatur 57 °C

Tab. 30: Inkubationsdauer 5 Sekunden, Maximaltemperatur 57 °C

Verfahren Exp| K (Nga+ P (Ngat+ Viruskill [ AP-K  AP-P | AP-Akt | Lipase-K Lipase-P |Lipase-Akt

Nr | /ml Molke) /ml Molke) in % (U/L) (U/L) in % (U/L) (U/L) in %
57°und 5 sec 80 1386 1 99,93 22 14 63,64 132 41 31,06
57°und 5 sec 82 573 2 99,65 18 19 105,56 187 155 82,89
57°und 5 sec 83 1737 7 99,60 20 22 110,00 182 68 37,36
57°und 5 sec 84 1122 7 99,38 25 21 84,00 97 18 18,56
57°und 5 sec 85 427 12 97,19 33 17 51,52 104 11 10,58
Interpretation:

Virusinaktivierung: Es konnte in keinem der untersuchten funf Falle eine
Inaktivierung von 100% stattfinden. Bei einem weiteren Fall konnte nach
Inaktivierung lediglich ein infizierter Kern in der Viruskultur nachgewiesen
werden; dies entspricht immerhin einem Inaktivierungserfolg von 99,93% der
Kontrolle. In zwei weiteren Versuchen waren jeweils noch sieben Kerne nach
Inaktivierung in der Kultur enthalten. Dies entspricht einem Inaktivierungserfolg
von 99,38 bzw. 99,60% der Kontrolle. Im letzten dargestellten Versuch in der
Tabelle waren noch 12 Kerne in der Viruskultur enthalten, was einem
Inaktivierungserfolg von 97,19% entspricht.

Enzymaktivitaten: Die AP zeigt in drei der untersuchten finf Proben eine
Aktivitat im Bereich von 51,52-84,00% bezuglich der Kontrolle. In zwei Fallen
konnte eine Aktivitat im Bereich von 105,56-110,00%

werden. Die Lipase weist eine Aktivitdt im Bereich von 10,58-82,89%

der Kontrolle erreicht
der

Kontrolle auf.
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Milchtemperatur (°C)

Abb. 17: Temperaturkurve des Milchfilms bei einer Inkubationsdauer von 5 Sekunden und einer Maximaltemperatur von 57 °C
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3.3.14. Inkubationsdauer 5 Sekunden, Maximaltemperatur 56 °C

Tab. 31: Inkubationsdauer 5 Sekunden, Maximaltemperatur 56 °C

Verfahren Exp K (Nga+ P (Npeat+ Viruskill | AP-K  AP-P | AP-Akt | Lipase-K Lipase-P |Lipase-Akt
Nr | /ml Molke) /ml Molke) in % (U/L) (U/L) in % (U/L) (U/L) in %
56° und 5 sec 16 1784 1 99,94 8 9 112,50 1364 1531 112,24
56° und 5 sec 17 270 27 90,00 9 9 100,00 2166 1534 70,82
56° und 5 sec 19 880 2 99,77 9 9 100,00 758 234 30,87
56° und 5 sec 23 2600 179 93,12 36 14 38,89 1427 200 14,02
56° und 5 sec 24 305 55 81,97 66 66 100,00 1555 173 11,13
56° und 5 sec 27 388 0 100,00 18 16 88,89 1074 880 81,94

Interpretation:

Virusinaktivierung: In der Zellkultur waren nach einer Zeit von 5 Sekunden und
einer Inaktivierungstemperatur von 56 °C lediglich in einem der sechs
untersuchten Falle keine infizierten Kerne mehr vorhanden (100%ige
Inaktivierung). Bei einer der untersuchten Proben konnte nach Inaktivierung ein
infizierter Kern in der Viruskultur nachgewiesen werden; dies entspricht einem
Inaktivierungserfolg von 99,94% der Kontrolle. Bei einem Versuch waren noch
zwei infizierte Kerne in der Kultur enthalten. Dies bedeutet ein
Inaktivierungserfolg von 99,77% der Kontrolle bezogen. In drei weiteren
Versuchen waren jeweils noch 27, 55 und 179 Kerne nach Inaktivierung in der
Kultur enthalten. Dies entspricht einem Inaktivierungserfolg von 90,00, 81,97
bzw. 93,12% der Kontrolle.

Enzymaktivitaten: Die AP zeigt in zwei der untersuchten sechs Proben eine
Aktivitat im Bereich von 38,89-88,89% bezlglich der Kontrolle. In vier Fallen
konnte eine Aktivitdt im Bereich von 100,00-112,50% der Kontrolle erreicht
werden. Die Lipase weist in finf der untersuchten sechs Proben eine Aktivitat
im Bereich von 11,13-81,94 % der Kontrolle auf. In einem Fall konnte eine

Aktivitat von 112,24% erreicht werden.
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3.3.15 . Inkubationsdauer 5 Sekunden, Maximaltemperatur 55 °C

Tab. 32: Inkubationsdauer 5 Sekunden, Maximaltemperatur 55 °C

Verfahren Exp| K (Nga+ P (Npa+ Viruskill [ AP-K  AP-P | AP-Akt | Lipase-K Lipase-P |Lipase-Akt
Nr | /ml Molke) /ml Molke) in % (U/L) (U/L) in % (U/L) (U/L) in %
55° und 5sec 19 880 8 99,09 9 8 88,89 758 278 36,68
55° und 5sec 82 573 9 98,43 18 12 66,67 187 112 59,89
55° und 5sec 84 1122 8 99,29 25 22 88,00 97 46 47,42
55° und 5sec_ 85 427 6 98,59 33 8 24,24 104 99 95,19

Interpretation:

Virusinaktivierung: Bei dieser Maximaltemperatur konnte in keinem der
untersuchten Falle eine 100%ige Inaktivierung erreicht werden. Bei einer der
untersuchten vier Proben konnte nach Inaktivierung noch sechs infizierte Kerne
in der Viruskultur nachgewiesen werden; dies entspricht einem
Inaktivierungserfolg von 98,59% der Kontrolle. Bei zwei Versuchen waren
jeweils noch acht infizierte Kerne in der Kultur enthalten. Dies bedeutet ein
Inaktivierungserfolg von 99,09 bzw. 99,29% der Kontrolle. In einem weiteren
Versuch waren noch neun Kerne nach Inaktivierung in der Kultur enthalten.
Dies entspricht einem Inaktivierungserfolg von 98,43% der Kontrolle.

Enzymaktivitaten: Die AP zeigt in vier untersuchten Proben eine Aktivitat im
Bereich von 24,24-88,89% bezuglich der Kontrolle. Die Lipase weist eine

Aktivitat im Bereich von 36,68-95,15 % der Kontrolle auf.
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Milchtemperatur (°C)

60

Abb. 18: Temperaturkurve des Milchfilms bei einer Inkubationsdauer von 5 Sekunden und einer Maximaltemperatur von 55 °C
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3.4. Statistische Auswertung unterschiedlicher
Maximaltemperaturen auf Virussicherheit

3.4.1. Ubersicht

In diesem Abschnitt soll der Einfluss der Maximaltemperaturen bei jeweils einer
Inkubationsdauer von funf Sekunden auf die resultierende Virusinfektiositat

statistisch ausgewertet werden. Die Maximaltemperaturen sind im Einzelnen:

Tab. 33: Darstellung der unterschiedlichen Maximaltemperaturen

°C ‘72‘70 ‘66 ‘65 ‘64 ‘63 ‘62 ‘61 ‘60 ‘59 ‘58 ‘57 ‘56‘55

Sek.‘5 ‘5 ‘5 ‘5 ‘5 ‘5 ‘5 ‘5 ‘5 ‘5 ‘5 ‘5 ‘5 ‘5

Als Ausgangspunkt fir die Untersuchung wurde eine Maximaltemperatur von 72
°C gewahlt. Bei dieser Temperatur war nach den Ergebnissen der
Voruntersuchung davon auszugehen, dass nach Kurzzeithitzepasteurisierung in
der Kultur keine HCMV-Infektiositat mehr nachzuweisen ist. Pro
Temperaturschritt wurden mindestens vier unterschiedliche Muttermilchproben
untersucht. Von der hochsten Temperatur ausgehend, wurde diese nach und
nach in kleinen Schritten reduziert. Wie weit kann die Temperatur nun
gemindert werden, damit noch eine ausreichend sichere Virusinaktivierung
stattfindet? In  Abbildung 19 wird der Einfluss unterschiedlicher
Maximaltemperaturen bei der Inkubationsdauer von funf Sekunden dargestellt
(Stat. Auswertung: Prof. Dietz, Leiter des Instituts fur Medizinische Biometrie,
Universitat Tubingen). Dabei bezeichnet die x-Achse die Temperatur und die y-
Achse die kumulative Haufigkeit der Inaktivierung (bezogen auf die Zahl von
infektiosem Virusantigen-prasentierenden Zellen; jeweils vor und nach
Inaktivierung; n = 1,0 entspricht 100%iger Inaktivierung). ,X“ bezeichnet den
Median (p) der unterschiedlichen Temperaturen. Betrachtet man die funf am
niedrigsten gewahlten Maximaltemperaturen, also 55 °C, 56 °C, 57 °C, 58 °C
und 59 °C, so ist zu festzustellen, dass die Mediane dieser Temperaturen auch

die unsicherste Virusinaktvierung zeigen. Bei diesen Temperaturen ist die
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Streubreite der einzelnen Zahlenwerte fur infizierte Zellen am groften. Bei der
Temperatur von 56 °C hat in einem Fall die Inaktivierung im Vergleich zur
Kontrolle auch nur zu 81,97% Erfolg, was sich auch hier in einer niedrigen
kumulativen Haufigkeit der Inaktivierung widerspiegelt. Ab einer Temperatur
von 60 °C liegen die Mediane aller weiteren Temperaturen bei einer
kumulativen Haufigkeit von 1,00, was bedeutet, dass die Virusinaktivierung im
Mittel zu 100% funktioniert hat. Auch die Streubreiten sind wesentlich geringer
als bei den Temperaturen unter 60 °C. D.h. beispielsweise flur eine Temperatur
von 60 °C, dass die Inaktivierung zwar nicht in jedem Fall zur 100% funktioniert
hat, aber in jedem Fall mit einer Wahrscheinlichkeit mit mehr als 99%. Ab einer
Temperatur von 66 °C ist keine Streubreite mehr vorhanden, d.h. die

Inaktivierung war in jeder der untersuchten Proben zu 100 % erfolgreich.
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Abb. 19: Effizienz der Virusinaktivierung als Funktion der Maximaltemperatur (Rampenzeit von fiinf Sekunden)

(Auswertung: Prof. Dietz, Leiter des Instituts fur Medizinische Biometrie, Universitat Tubingen)
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3.4.2. Statistische Auswertung der Maximaltemperaturen auf AP-Aktivitat

In  Abbildung 20 sind fur die unterschiedlichen Maximaltemperaturen
(Rampenzeit von funf Sekunden) nun die einzelnen Werte der Aktivitaten der
AP dargestellt. Die x-Achse bezeichnet die Maximaltemperaturen, die y-Achse
die Aktivitaten der AP in Prozent (bei der y-Achse wurde eine logarithmische
Darstellung gewahlt). Die eingetragenen Werte oberhalb und unterhalb der
errechneten Kurve kennzeichnen die beobachteten Werte. Die Kurve stellt die
statistisch errechneten Erwartungswerte dar (Auswertung: Prof. Dietz, Leiter
des Instituts fur Medizinische Biometrie, Universitat Tubingen).

Es lasst sich auch wieder hier der Trend erkennen, dass die Aktivitat der
Alkalischen Phosphatase mit zunehmender Maximaltemperatur abnimmt. Bei
einer Temperatur von 60 °C und der Inkubationsdauer von funf Sekunden liegt
der Erwartungswert der AP bei 71,31% und ist damit als ausreichend

anzusehen.

Tab. 34: Abhangigkeit der Aktivitit der Alkalischen Phosphatase von den gewahlten

Maximaltemperaturen bei einer Inkubationsdauer von 5 Sekunden

Exp.Nr.: Nummer des Experiments

Temp: Temperatur

AP-Akt. (erwartet) (%): Aktivitat der AP in Prozent
Zahl Exp.: Anzahl der Experimente

Exp.Nr. |[Temp [AP-Akt.(erwartet)(%o) |[Zahl Exp.
1 55 85,67 4
2 56 85,24 6
3 57 84,33 5
4 58 82,44 8
5 59 78,60 9
6 60 71,31 14
7 61 59,10 17
8 62 42,65 14
9 63 26,52 5
10 64 15,44 5
11 65 9,69 9
12 66 7,06 6
13 70 5,03 5
14 72 4,95 9
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Abb. 20: Abhangigkeit der Aktivitat der Alkalischen Phosphatase von den gewahlten Maximaltemperaturen

(Auswertung: Prof. Dietz, Leiter des Instituts fir Medizinische Biometrie, Universitat Tubingen)
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3.4.3. Statistische Auswertung der Maximaltemperaturen auf Lipase-
Aktivitat

In Abbildung 21 sind fur die unterschiedlichen Maximaltemperaturen
(Rampenzeit von funf Sekunden) die einzelnen Werte der Aktivitaten der Lipase
dargestellt. Die x-Achse beschreibt die Maximaltemperaturen, die y-Achse die
Aktivitaten der Lipase in Prozent (logarithmische Darstellung) (Auswertung:
Prof. Dietz, Leiter des Instituts flur Medizinische Biometrie, Universitat
Tldbingen). Wie in Abbildung 20 stellt die Kurve die Erwartungswerte dar, die in
Tabelle 35 nochmals detailliert aufgestellt sind. Die Kurve fallt mit zunehmender
Temperatur steil ab, d.h. die Aktivitat der Lipase wird geringer. Auch bei einer
Maximaltemperatur von 60 °C kann lediglich von einem erwarteten Wert von
5,35% ausgegangen werden. Da aber unterhalb dieser Temperatur kein
optimaler Virusinaktivierungserfolg mehr zu verzeichnen ist, muss dieser

niedrige Wert bezlglich der Lipaseaktivitat toleriert werden.

Tab. 35: Abhangigkeit der Aktivitidt der Lipase von den gewdhlten Maximaltemperaturen
bei einer Inkubationsdauer von 5 Sekunden

Exp.Nr.: Nummer des Experiments

Temp: Temperatur

Lipase-Akt. (erwartet) (%): Aktivitat der Lipase in %
Zahl Exp: Anzahl der Experimente

Exp.Nr. [Temp |Lipase-Akt.(erwartet)(%) Zahl Exp
1 55 47,67 4
2 56 41,58 6
3 57 31,29 5
4 58 18,99 8
5 59 9,82 9
6 60 5,35 14
7 61 3,59 17
8 62 2,92 14
9 63 2,65 5
10 64 2,54 5
11 65 2,50 9
12 66 2,48 6
13 70 2,47 5
14 72 2,47 9




3. Ergebnisse

-906 -

Lipaseaktivitit (% Kontrolle)

Abb. 21: Abhangigkeit der Aktivitat der Lipase von den gewahlten Maximaltemperaturen

(Auswertung: Prof. Dietz, Leiter des Instituts fir Medizinische Biometrie, Universitat Tubingen)
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3.5. Langzeithitzepasteurisierung (Holder-Pasteurisierung)

Tab. 36: Inkubationsdauer 30 Minuten, Maximaltemperatur 62,5 °C

Verfahren Exp| K(MNga+/ P (Nieat/ %o Virus- | AP-K  AP-P % AP-Akt| Lipase-K Lipase-P | Lipase-Akt

Nr | ml Molke) ml Molke) kill (U/L)  (U/L) (u/L) (U/L) in %
Holder 40 304 0 100,00 41 1 2,44 2823 7 0,25
Holder 41 293 0 100,00 9 1 11,11 1598 9 0,56
Holder 42 1169 0 100,00 10 1 10,00 2479 5 0,20
Holder 46 7352 0 100,00 14 1 7,14 74 3 4,05
Holder 52 1121 0 100,00 39 1 2,56 3617 5 0,14
Holder 53 383 0 100,00 37 1 2,70 178 5 2,81
Holder 64 1330 0 100,00 17 1 5,88 56 2 3,57
Holder 65 1320 0 100,00 19 1 5,26 59 2 3,39
Holder 66 439 0 100,00 21 1 4,76 61 2 3,28
Holder 68 1260 0 100,00 23 1 4,35 59 2 3,39
Holder 69 4725 0 100,00 28 1 3,57 253 6 2,37
Holder 71 1768 0 100,00 23 1 4,35 435 11 2,53
Holder 77 457 0 100,00 36 1 2,78 204 6 2,94
Holder 78 202 0 100,00 13 2 15,38 186 3 1,61
Holder 80 1386 0 100,00 22 1 4,55 132 8 6,06
Holder 82 573 0 100,00 18 1 5,56 187 6 3,21

Interpretation:

Virusinaktivierung:  Insgesamt wurden 16 Muttermilchproben untersucht. Bei
allen der untersuchten 16 Proben konnte eine 100%ige Inaktivierung erreicht
werden, d.h. dass in der Viruskultur in einem der Falle infizierte
Fibroblastenkerne nachzuweisen waren.

Enzymaktivitaten: Die AP-Aktivitat zeigt in den untersuchten 16 Fallen eine
Aktivitat von 2,44-15,38% bezlglich der Kontrolle. Die Lipase weist eine
Aktivitat von 0,14-6,06% bezuglich der Kontrolle auf.

3.5.1. Temperaturkurve der Langzeithitzepasteurisierung

Abbildung 22 belegt den Temperaturverlauf der Langzeithitzepasteurisierung.
Der erste Anstieg stellt die Vorwarmung des Wasserbades dar. Der steile Abfall
zeigt die Montage der Probeflasche und das Einbringen der mit Muttermilch
geflllten Flaschen. Nun wird die Temperatur dieser Probeflasche angezeigt und
aufgezeichnet. Diese wird innerhalb klrzester Zeit auf 62,5 °C erhoht und
aufgezeichnet. Sobald diese Temperatur erreicht ist, wird sie fur 30 Minuten
konstant gehalten und anschliefend wieder abgekuhlt. Der ganze

Pasteurisierungsvorgang dauert ca. 100 Minuten.
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Abb. 22: Temperaturkurve der Langzeithitzepasteurisierung
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3.5.2. Berechnung der Mediane fir das Langzeithitzepasteurisierungs-
verfahren fiir die AP

Berechnet man fur die Langzeithitzepasteurisierung die Mediane, so errechnet
sich fur die Aktivitat der Alkalischen Phosphatase ein Median von 4,7%. Der
niedrigste Wert liegt fr die AP bei 2,44%, der hochste Wert bei 15,38%. Dieser
Wert liegt im Vergleich zu den berechneten Erwartungswerten fur das
Kurzzeithitzepasteurisierungsverfahren sehr viel niedriger. Betrachtet man bei
einer Maximaltemperatur von 70 °C und einer Inkubationsdauer von funf
Sekunden den erwarteten Wert flr die Aktivitat der AP, so ergibt sich eine
Aktivitat von 5,03% in der Kurzzeithitzepasteurisierung, welche somit noch
hoher liegt als die des Langzeithitzepasteurisierungsverfahrens bei einer
Temperatur von 62,5 °C.

Bei einer Temperatur von 60 °C liegt der Erwartungswert fur die AP bei 71,31%.

3.5.3. Berechnung der Mediane fur das Langzeithitzepasteurisierungs-
verfahren fiir die Lipase

Bei der Lipase errechnet sich flr das Langzeithitzepasteurisierungsverfahren
ein Median von 2,9%. Der niedrigste Wert liegt fur die Lipase bei 0,14%, der
hochste Wert bei 6,1%. Der Medianwert von 2,9% liegt im Vergleich zu einem
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Erwartungswert beim Kurzzeithitzeinaktivierungsverfahren von 5,35 % bei einer
Maximaltemperatur von 60 °C noch darunter. Betrachtet man allerdings den
hdchsten Wert bei dem Holder-Verfahren, so ergibt sich im Gegensatz zu den
Werten (> 60 °C) der Lipase beim Kurzzeithitzeinaktivierungsverfahren kein

signifikanter Unterschied.

3.6. Kurzzeitpasteurisierung bei naturlich infizierten
Muttermilchproben

Tab. 37: Darstellung der seropositiven Muttermilchproben

ExpNr = Experimentnummer; K (Ngat/ml Molke) = in der Kontrolle detektierte
Fibroblastenkerne in der Viruskultur; P (Ngs/ml Molke) = in der Probe detektierte
Fibroblastenkerne in der Viruskultur; AP-K (U/L) = AP-Aktivitat in der Kontrolle; AP-P(U/L) = AP-
Aktivitat in der Probe; Lipase-K (U/L) = Lipase-Aktivitat in der Kontrolle; Lipase-P (U/L) =
Lipase-Aktivitat in der Probe; Lipase-Akt. in % = Lipase-Aktivitat in Prozent

Verfahren Exp Tage K (Nga+/ P (Nga+/ | Viruskilll AP-K AP-P | AP-Akt | Lipase-K Lipase-P | Lipase-Akt
Nr pp ml Molke)  ml Molke) in %] (U/L) (U/L)! in% (U/L) (U/L) in %
62° und 5sec 18 123 339 0 100,00| 82 78 95,12| 1608 124 7,71
62° und 2sec 47 11 530 0 100,00| 14 5 35,71 213 11 5,16
61° und 5sec 80 88 72 0 100,00 34 27 79,41 348 12 3,45
61° und 5sec 89 41 44 0 100,00 9 8 88,89 203 11 5,42
61° und 2sec 47 11 530 10 98,11| 14 5 35,71 213 11 5,16
60° und 5sec 18 123 339 0 100,00| 82 106 | 129,27 1608 716 44,53
60° und 5sec 73 60 151 1 99,34] 11 5 45,45 84 13 15,48
60° und 5sec 79 82 517 4 99,231 9 1 88,89 178 5 2,81
60° und 5sec 88 32 2258 63 97,21] 39 35 88,89 395 18 2,81
59° und 5sec 79 82 517 42 91,88 9 9 100,00 178 9 5,06
58° und 5sec 18 123 339 0 100,00 82 117 | 142,68 1608 1029 63,99
56° und 5sec 18 123 339 0 100,00 82 114 | 139,02 1608 1488 92,54
54° und 5sec 18 123 339 1 99,71] 82 112 | 136,59 1608 1716 106,72
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Abb. 23: Grafik zur Darstellung der Virusinaktivierung seropositiver Muttermilchproben
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Aus Tabelle 37 und der nachfolgenden Grafik lasst sich auch wie bei den
artifiziell  infizierten  Muttermilchproben erkennen, dass bei einer
Maximaltemperatur von 60 °C eine optimale Virusinaktivierung gewahrleistet ist.
Aus der Tabelle 37 geht zwar hervor, dass auch bei einer Maximaltemperatur
von 58 °C und 56 °C eine optimale (also 100%ige) Inaktivierung erreicht werden
kann. Allerdings muss bei diesen Temperaturen auch beachtet werden, dass
die Viruslast in der Milchprobe <1000 IEA™-infizierten Fibroblasten liegt.

Die Aktivitaten der beiden Markerenzyme verhalten sich bei der
Maximaltemperatur von 60 °C entsprechend wie die Aktivitaten der AP und
Lipase bei derselbigen Temperatur nach Inaktivierung mit artifiziell infizierter
Muttermilch.

3.7. Immunblot-Test zum Nachweis von spezifischem IgG
gegen HCMV in humanem Plasma oder in Muttermilch

3.7.1. Ubersicht

Antikorper gegen die viralen Tegument-Phosphoproteine p150 und p65 werden
im Regelfall bei jeder HCMV-Infektion gebildet.
Bei einer Primarinfektion konnen im peripheren Blut sofort AntikGrper gegen

IE1/1, CM2, p150 und p65 nachgewiesen werden. Es sind jedoch keine
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Antikérper gegen das Glykoprotein gB1 und gB2 vorhanden (Schoppel et al.,
1997).

Simultanes Auftreten von p150, p65 sowie dem Glykoprotein gB1 und gB2 ohne
weitere Reaktivitdten im peripheren Blut sind typisch fir eine langer
zuriickliegende Infektion (latente Infektion). Die Antikdrper gB1 und gB2 treten
in der Mehrzahl der Falle erst etwa 6-12 Wochen nach einer Erstinfektion auf
(Schoppel et al., 1997).

Reaktivierungen zeigen in aller Regel simultane Reaktivitaten gegen Phospho-
und Glykoproteine, also IgG-Antikérper gegen p150, das Glykoprotein gB1 und
gB2 sowie auch gegen CM2, p65 und/oder IE1. Vdllig unbekannt ist jedoch bis
jetzt das HCMV-spezifische Antikdrperprofil in der Muttermilch im Rahmen der
HCMV-Reaktivierung.

3.7.2. Rekombinanter HCMV-IlgG-Immunblot von Mutter A, B4, B>

Abb. 24: \Virusspezifisches Antikorperprofil nach Kurzzeithitzeinaktivierung in
Muttermilch (Molke); (Mutter A, B1, B2)

Nr./Verf.: Nummer/Verfahren
Pos-Kont.: Positiv-Kontrolle
Ko.Molke: Kontrolle-Molke
PK: Positiv-Kontrolle

s: Sekunden

Nr./Verf. Probe
0 / Pos.-Kont,| PK

7 /| Ko.Molke | 79

2/60°C,5s. | 79

3/59°C 55 | 79

8 / Ko.Molke | 88

7/60°C,Ss. | 88

5/ Ko.Molke | 89

5/61°C,5s. | 89
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Tab. 38: Einfluss der Kurzzeithitzeinaktivierung auf HCMV-spezifische Antikorper (Mutter
A, B1,B2)

Nr.: Nummer; Zeit p.p.: Zeit post partum

Nr. |Verfahren Probe/ |Zeit Antikorperprofil
Mutter |p.p. |IE1 p150 CM2 p65 gB1 gB 2
0 |Positivkontrolle |PK Negativ Positiv+ 1Negativ 1Negativ 1Positiv+ 1Positiv+
7 [Kontrolle Molke |79/ A 82 |Positiv+++ !Positiv+ iNegativ :Positiv++ iPositiv++ ! Negativ
2 (60 °C, 5 Sek. 79/ A 82 |Positiv++ {Negativ {Negativ |Positiv+ }Positiv++-4Negativ
3 [59 °C, 5 Sek. 79/ A 82 |Positiv+++ iPositiv: iNegativ iPositiv++ iPositiv++ iNegativ
8 |Kontrolle Molke [88/ B4 32 |Negativ Negativ :Negativ iNegativ iPositiv+ iNegativ
7 [60 °C, 5 Sek. 88/ B, 32 |Negativ Positiv+ iNegativ iNegativ iPositiv+ iNegativ
5 [Kontrolle Molke |89/ B, 41 [Negativ Positiv+ {Negativ [Negativ !Positiv++ !Negativ
5 [61 °C, 5 Sek. 89/ B, 41 |Negativ Positiv Negativ iNegativ iPositiv++-Negativ

Bei den in Abb.24 dargestellten Ergebnissen eines rekombinanten HCMV-IgG-
Tests wurden drei unterschiedliche Muttermilchproben untersucht, wobei die
Proben 88 und 89 von derselben Mutter (B1, B2) stammen. Der erste Streifen
(Nr. 0) stellt die Positivkontrolle dar. Es treten Antikorper gegen p150, gB 1 und
gB 2 auf. Die oberste Bande zeigt die Reaktivitatskontrolle, sie dient zur
Uberprifung der Testdurchfiihrung und muss in jedem Fall vorhanden sein. Bei
der ersten Muttermilchprobe (Nr. 7) zeigen sich in der Molkekontrolle Antikorper
gegen IE 1, p150 (in schwacher Intensitat), p65 und gB1. Bei derselben Probe
(Nr. 2) zeigen sich nach Inaktivierung der Milchprobe bei 60 °C und flnf
Sekunden Antikorper gegen IE 1, p65 und gB1. Die gB1-Bande zeigt hier eine
starkere Intensitat. Bei einer Temperatur von 59 °C und funf Sekunden (Nr. 3)
zeigt sich dasselbe Antikorpermuster wie in der Kontrolle. Das virusspezifische
Antikérperprofil der Milch bei der ersten Mutter (Teststreifen Nummer 7, 2, 3) ist
derart, wie man es im Rahmen einer Virusreaktivierung im peripheren Blut
erwarten wurde.

Bei der nachsten Milchprobe (Nr. 8) zeigt sich in der Molkekontrolle lediglich
eine Antikorperreaktion gegen gB 1. Nach Inaktivierung bei einer
Maximaltemperatur von 60 °C und funf Sekunden (Nr 7, letzter Streifen) sind
Antikdrper gegen p150 und gB1 nachweisbar. Dieses Antikdrperbandenmuster
spricht entweder fur eine langer zuruckliegende Infektion oder fur eine
Reaktivierung.

Bei der folgenden Muttermilchprobe zeigen sich im durchgefihrten Test in der

Molkekontrolle(Nr. 5) lediglich Antikdrper gegen gB 1 und mit leichter Intensitat
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gegen p150. Nach erfolgter Inaktivierung mit einer Maximaltemperatur von 61
°C und einer Inkubationsdauer von flinf Sekunden (Nr. 5, drittletzter Streifen)
ergibt sich dasselbe Bandenmuster wie in der Kontrolle, allerdings mit einer

starkeren Intensitat.

3.7.3. Rekombinanter HCMV-IgG-Test von Mutter C, D4, D,

Abb. 25: Virusspezifisches Antikorperprofil nachKurzzeithitzeinaktivierung in
Muttermilch (Molke); (Mutter C, D1, D2)

Nr./Verf. Probe

0 / Pos.-Kont,| PK

1/Ko.Molke| 18

2/62°C,5s. | 18

3/60°C,5s. | 18

6 / Ko.Molke| 73

7/60°C,S5s. | 73

4 / Ko.Molke| 90

S/61°€ 55 | 90

Tab. 39: Einfluss der Kurzzeithitzeinaktivierung auf HCMV-spezifische Antikorper (Mutter
C, D1, D2)

Nr.| Verfahren |Probe/ |Zeit Antikorperprofil
Mutter |p.p. |IE1 p150 CM2 p65 gB1 gB 2

0 | Positivkontrolle |PK 123 Negativ iPositiv+ iNegativ iNegativ iPositiv+ iNegativ
1 | Kontrolle Molke |18/ C 123 Negativ !Positiv++ !Negativ !Negativ INegativ iNegativ
2| 62°C,55Sek. |18/ C 123 Negativ {Positiv++ iNegativ iNegativ !Negativ !Negativ
3| 60°C,5Sek. |18/ C 123 Negativ _iPositiv++4Negativ iNegativ iNegativ iNegativ
6 | Kontrolle Molke |73/ D; |60 Positiv++-Positiv++ 1Positiv++ 1Positiv++ 1Positiv++ iNegativ
7 | 60°C,5Sek. |73/ D; |60 Positiv++4Positiv++ {Positiv++ {Positiv++ iPositiv++ iNegativ
4 | Kontrolle Molke |90/ D, |88 Positiv+++Positiv++ tPositiv+  !Positiv++ [Positiv+ Negativ
51 61°C,5Sek. |90/ D, |88 Positiv++4Positiv++ iPositiv++ iPositiv++ 1Positiv++ iNegativ

In dieser Abbildung zeigt sich als erster Streifen (Nr. 0) die Positivkontrolle. Hier

erkennt man Antikorper gegen p150 und gB 1.
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Bei den Streifen 1-3 handelt es sich um die Muttermilchprobe einer
seropositiven Mutter (C), eine Non-Transmitterin. Immunblot 1 stellt die
Molkekontrolle (Nr. 1) dar. Hier sieht man lediglich eine positive Reaktion gegen
p150-Antikorper. Dasselbe Muster zeigt sich auch nach Inaktivierung dieser
Muttermilchprobe bei 62 °C und funf Sekunden (Nr. 2) und nach Inaktivierung
bei 60 °C und funf Sekunden (Nr. 3) Bei dieser Temperatur zeigt sich eine
etwas starkere Intensitat dieser Bande. Auffallend bei dieser maternalen Non-
Transmitterin ist die Abwesenheit von glykoproteinspezifischen Antikorpern,
was im peripheren Blut als Zeichen der Primarinfektion gewertet wirde.

Die nachsten 2 Streifen (6,7) zeigen die Muttermilchprobe einer seropositiven
Mutter, einer Transmitterin (D1). Die erste Probe (Nr. 6) zeigt wiederum die
Kontrolle an, die zweite Probe die Inaktivierung bei einer Maximaltemperatur
von 60 °C und einer Inkubationsdauer von funf Sekunden (Nr. 7). Hier zeigen
sich in beiden Fallen Antikorper gegen IE 1, p150, CM2, p65 und gB1. Also
auch hier das klassische Muster einer Reaktivierung. In den dargestellten
Fallen zeigt sich, dass durch Kurzzeithitzeinaktivierung die HCMV-spezifische

Immunreaktivitat in Muttermilch nicht negativ beeinflusst wurde.

Das Immunblot 4 und 5 zeigen das Antikorpermuster der vorigen Multter,
allerdings zu einem anderen Zeitpunkt (D;). Der Streifen 4 zeigt die
Kontrollprobe (Nr. 4). Hier sind folgende Antikdrper nachzuweisen: IE 1, p150,
CM2, p65 und gB1. Diese Muster spricht fur eine klassische Reaktivierung.
Auch nach Inaktivierung dieser Muttermilchprobe (Nr. 5) bei einer
Maximaltemperatur von 61 °C und einer Inkubationsdauer von finf Sekunden
tritt dieses Antikorpermuster auf. CM2 tritt nach Inaktivierung mit starkerer

Intensitat auf.
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3.7.4. Rekombinanter HCMV-IgG-Test bei Muttermilchproben mit
unbekanntem HCMV-Serostatus

Bei einigen Muttermilchproben mit unklarem Serostatus wurde zur Klarung

dessen ein rekombinanter HCMV-IgG-Test durchgefuhrt. Bei den acht

Teststreifen handelt es sich jeweils um unterschiedliche Muttermilchproben.

Abb. 26: Rekombinanter HCMV-IgG-Test unterschiedlicher Muttermilchproben

Nr./Mutter |Probe

s PK

i § == 1 38

I~ 2 37

] ey 3 36

¥ ¥ _ = | By 4 35

== ¥ 3 I « 5 29

©
I Ee 6 28
— = I 3 I~ 7 30

Tab. 40: Aufstellung von verschiedenen Muttermilchproben unterschiedlicher Spender-
innen mit unbekanntem HCMV-Serostatus mit dem rekombinanten HCMV-IgG-Test

Nr./ [Probe|Zeit Antikorperprofil
Mutter pp. |E1 p150 CM2 p65 gB1 gB2
0 PK Negativ |Positiv++ |Negativ |Negativ |[Positiv++ |Positiv++
1 38 21 [Negativ |Positiv+++ [Negativ |Negativ |Positiv++ |Positiv++
2 37 27 |Negativ |Negativ Negativ |[Negativ |Negativ Negativ
3 36 198 [Negativ |Negativ Negativ |Negativ |Negativ Negativ
4 35 8 |Negativ |Positiv+++ |Negativ |Negativ |Positiv+++ |Positiv+++
5 29 43 |Positiv+ |Positiv++ |Negativ |Positiv+ |Positiv++ |Positiv++
6 28 38 |Negativ |Negativ Negativ |Negativ |Negativ Negativ
7 30 11 |Positiv+ |Positiv+++ |Negativ |Negativ |Positiv+++ |Positiv+++
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Der erste Teststreifen (Nr. 0) zeigt die Positivkontrolle; hier treten Antikorper
gegen p150, gB 1 und gB 2 auf. Aus Tabelle 39 ist ersichtlich, dass der zweite
Teststreifen (Nr. 1) die Antikdérper aufweist, die bei einer Reaktivierung
auftreten. Diese Muttermilchprobe stammt also von einer seropositiven
Spenderin. Bei den folgenden zwei Teststreifen ist keine AntikOrperreaktion
nachzuweisen; es handelt sich also um eine seronegative Mutter.

Die Teststreifen Nummer vier, funf und sieben zeigen wiederum das
Antikdrpermuster einer Reaktivierung. Bei den Muttermilchproben handelt es
sich somit um Proben von seropositiven Spenderinnen. Bei Teststreifen Nr. 6 ist

keine AntikOrperreaktion nachweisbar (seronegative Mutter).
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3.8. Quantitative PCR von HCMV-DNA in Muttermilch

Tab. 41: Darstellung des quantitativen HCMV-DNA-Nachweises bei seropositiver

Muttermilch
ExpNr = Experimentnummer; K (Ngat/ml Molke) = in der Kontrolle detektierte
Fibroblastenkerne in der Viruskultur; P (Ngs/ml Molke) = in der Probe detektierte

Fibroblastenkerne in der Viruskultur; DNAg-K: DNA quantitativ der Molkekontrolle; DNAQ-P:
DNA quantitativ der Probe

Verfahren Exp| K(NIEA+/ P (NIEA+/ | Viruskill DNAg-K DNAq-P | %-Kontrolle
Nr | ml Molke) ml Molke) in % DNAg
62° und 5sec 18 339 0 100,00 28000 20200 72,14
62° und 2sec 47 530 0 100,00 26000 19300 74,23
61° und 5sec 90 72 0 100,001 7310 5520 75,51
61° und 5sec 89 44 0 100,00{ 27800 31200 112,23
61° und 2sec 47 530 10 98,11 26000 17000 65,38
60° und 5sec 18 339 0 100,00 28000 27300 97,50
60° und 5sec 73 151 1 99,34] 57500 49000 85,22
60° und 5sec 79 517 4 99,23 14700 18400 125,17
60° und 5sec 88 2258 63 97,21 69600 70200 100,86
59° und 5sec 79 517 42 91,88| 14700 22200 151,02
58° und 5sec 18 339 0 100,00{ 28000 21800 77,86
56° und 5sec 18 339 0 100,00{ 28000 24700 88,21
54° und 5sec 18 339 1 99,71] 28000 23200 82,86

Aus dieser Tabelle wird ersichtlich, dass durch die Kurzzeithitzepasteurisierung
keine signifikante Verringerung der DNA-Kopienzahl moglich ist. Bei den
untersuchten Proben treten teilweise sehr hohe Kopienzahlen auf. (<1000
entspricht einer niedrigen Kopienzahl; 1000-10000 entspricht einer mittleren
Kopienzahl; >10000 entspricht einer hohen  Kopienzahl). Eine
Schwankungsbreite von 1,5 zwischen der Molkekontrolle und der Probe wird als
normal (innerhalb der Grenze des Verfahrens) angesehen.
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4. Diskussion

Dass Muttermilch ein potentieller Ubertréger der HCMV-Infektion sein konnte,
wurde erstmals von Diosi et al. formuliert: Aus einer von 49 Muttermilchproben
wurde HCMYV isoliert (Diosi et al., 1967). Funf Jahre spater machten Hayes et
al. folgende Beobachtung: Bei 17 von 63 seropositiven Mittern wurde HCMV
aus der Muttermilch isoliert (Hayes et al., 1972). Weitere zwei Jahre spater
berichteten Stagno et al., dass die hohen Infektionsraten bei HCMV nicht alleine
durch die intrauterine Transmission erklarbar seien. Nach ihren
Untersuchungen schieden 58% der Kinder, die durch Muttermilch mit HCMV
infiziert worden waren, das Virus im Urin aus (Stagno et al., 1980). Nachdem in
den 90er Jahren HCMV-negative Blutprodukte fur die Neonatologie eingefuhrt
worden waren, wurde der Infektionsweg Uber die Muttermilch zunehmend
bedeutender.

Vom 1. Juli 1995 bis 30. Juni 1998 wurden in Tubingen Mutter-Kind-Paare
bezuglich der HCMV-Transmission Uber Muttermilch untersucht. In die Studie
wurden solche Kinder aufgenommen, die weniger als 1500 g wogen und ein
Gestationsalter <32. Schwangerschaftswoche aufwiesen. In einer ersten
Auswertung gelang Maschmann et al. der Nachweis der lactogenen HCMV-
Infektion bei Fruhgeborenen. Von den insgesamt 170 Frihgeborenen waren 80
Kinder seronegativer Mutter, 90 Kinder seropositiver Mutter, drei dieser Mutter
schieden das Virus nicht in der Muttermilch aus. Das eigentlich Uberraschende
ist jedoch die extrem hohe Reaktivierungsrate stillender Mautter von
Fruhgeborenen (Hamprecht et al., 97%; Vochem et al., 93%). Von 87 HCMV-
exponierten Fruhgeborenen hatten sich 33 infiziert (38%), davon zeigten 16
mindestens 1 Symptom (Hamprecht et al., 2001). Es traten Thrombozytopenie,
Granulozytopenie, Hepatopathie sowie Apnoen und Bradykardien auf
(Maschmann et al., 2001). Alle infizierten Kinder hatten HCMV-infizierte
Muttermilch erhalten. In der Kontrollgruppe von HCMV-negativen Mutter-Kind-
Paaren war weder HCMV in der Muttermilch zu detektieren (Uber Viruskultur
und PCR), noch war eine HCMV-Infektion bei einem der Frihgeborenen

nachweisbar. Diese Tatsache untermauert die These, dass Muttermilch eine
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Hauptursache der postnatalen HCMV-Infektion darstellt (Stagno und Cloud,
1994).

Inwiefern die Entwicklung eines Kindes, welches in der frihgeborenen Phase
mit HCMV infiziert wurde, beeinflusst wird, lasst sich bis zum heutigen Zeitpunkt
nicht mit Sicherheit voraussagen. So wurde 2002 wurde in einer australischen
Arbeitsgruppe diskutiert, ob die HCMV-Transmission Uber die Muttermilch auf
Frihgeborene eine klinisch relevante Rolle spielt (Bryant et al.,, 2002). Die
Arbeitsgruppe bezog sich in ihrem Review hauptsachlich auf die Tubinger
Arbeiten von Hamprecht et al., 2001, Maschmann et al., 2001 und Vochem et
al., 1998. In der Studie von Hamprecht et al. lag die HCMV-Transmissionsrate
bei 37% und die postnatale Infektionsrate bei 38%, die seronegative
Kontrollgruppe umfasste 69 stillende Mutter und deren 80 Kinder, wovon keines
das Virus im Urin ausgeschieden hat (Hamprecht et al., 2001). Bryant et al.
wiesen nochmals besonders darauf hin, dass der grofdte Teil der Kinder durch
Kaiserschnitt entbunden wurde (87%) und somit eine vaginale Infektionsquelle
zur Mehrheit ausgeschlossen werden kann. Diese Autoren thematisierten, wie
eine Transmission auf Fruhgeborene erfolgreich verhindert werden kann
(Bryant et al., 2002). Untersuchungen der australischen Arbeitsgruppe haben
ergeben, dass nach Kryoinaktivierung uber zehn Tage (bei -20°C) immer noch
Virus detektiert werden kann, wenngleich diese Methode auch zu einer
niedrigeren Transmissions- und Infektionsrate bei Frihgeborenen beitragen
kann (Bryant et al., 2002).

In der Studie von Sharland et al. wurden 18 Kinder untersucht, deren Mutter
einen positiven HCMV-Serostatus aufwiesen. Das mediane Gestationsalter lag
hier bei 28 Wochen. Lediglich bei einem der 18 Kinder konnte HCMV aus der
Urinkultur nachgewiesen werden. Das Kind war klinisch asymptomatisch. Aus
diesem Ergebnis schlossen die Autoren, dass diese niedrige Infektionsrate im
Gegensatz zu Hamprecht et al. damit zusammenhing, dass die Muttermilch,
bevor sie an die Kinder weiter gegeben wurde, Uber 72 Stunden bei -20 °C
eingefroren worden war (Sharland et al., 2002).

Scheinbar kontrar zu den Ergebnissen von Hamprecht et al., 2001 stehen die

Ergebnisse von Yasuda et al., 2003. Die Arbeitsgruppe evaluierte die Kinetik
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der Viruslast in der Muttermilch und die Rate der postnatalen HCMV-
Transmission. Insgesamt wurden 30 Mutter und ihre 43 Frahgeborenen
untersucht. Gestationsalter war <34 Wochen, Gewicht <2000 g. Muttermilch,
Serum und Urinproben wurden alle 2 Wochen bis zur Entlassung gesammelt.
Diese Proben wurden auf HCMV mittels Real-Time-PCR untersucht. Der grofite
Teil der Muttermilch wurde jedoch vor Gabe an die Kinder bei -20 °C
aufbewahrt. Die Ergebnisse bei dieser Untersuchung stellten sich wie folgt dar:
24 Mutter (mit 34 Kindern) waren HCMV-IgG positiv (80%), 21 davon (mit 30
Kindern) hatten nachweisbare HCMV-DNA in der Muttermilch (87,5). Von
insgesamt 30 Kindern, welche mit HCMV positiver Muttermilch gefuttert wurden
und wo auch die DNA nachweisbar war, wurde bei 3 Kindern (10%) eine
HCMV-Infektion festgestellt. Sie zeigten jedoch keine klinischen Symptome.
Bei den sechs seronegativen Muttern war die Muttermilch HCMV-negativ und
bei den insgesamt 9 Kindern dieser Mutter war weder im Serum noch im Urin
HCMV-DNA nachzuweisen (Yasuda et al., 2003). Die Diskrepanz zwischen
dieser niedrigen Transmissionsrate (10%) trotz hoher Reaktivierungsrate von
87,5% und der hohen Transmissionsrate von 37% bei Hamprecht et al., fuhrte
die Arbeitsgruppe einerseits auf die Studienpopulation zurick: medianes
Gestationsalter 31 gegenuber 29 Wochen und medianes Geburtsgewicht von
1360 g gegenuber 1100 g, andererseits auf die unterschiedliche Behandlung
der Muttermilch. Tatsachlich wurde aber in der japanischen Studie die
Muttermilch vor Gabe bei -20 °C eingefroren, wahrend bei der deutschen Studie
die Muttermilch lediglich bei 4-10 °C bis zur Gabe aufbewahrt wurde. Dieses
Procedere hat hochstwahrscheinlich dazu beigetragen, dass die HCMV-
Infektion durch die Ubertragung von Muttermilch in den untersuchten
japanischen Fruhgeborenen keine grof3e Rolle spielte (Yasuda et al., 2003).
Ahnliche Ergebnisse wie diese japanische Studie =zeigte auch eine
Untersuchung einer sudamerikanischen Arbeitsgruppe: Es wurden Kinder
seropositiver Mutter untersucht (n=95) (Gestationsalter: <34.
Schwangerschaftswoche). Eine Infektion konnte bei insgesamt 21 Kindern
beobachtet werden und im Urin konnte HCMV detektiert werden. Aber nur bei

einem Kind traten auch klinische Symptome auf, die mdglicherweise auf eine
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HCMV-Infektion zurtckzufuhren waren. Es handelte sich dabei um ein Kind mit
einem Geburtsgewicht von 830 g und einem Gestationsalter von 28 Wochen.
Die Mutter des Kindes war HIV-positiv. Die Ergebnisse fihrten die Autoren u.a.
auf unterschiedliche Art der Lagerung und Handhabung der Muttermilch im
Vergleich zu anderen Studien sowie auf das unterschiedliche Gestationsalter
zurick. Wahrend des Untersuchungszeitraumes wurde entweder Muttermilch
verwendet, die nach dem Holder-Verfahren pasteurisiert worden war, oder
Muttermilch, welche Uber acht Stunden bei 4 °C Uber 19 Tage aufbewahrt
worden war (Mussi-Pinhata et al., 2004).

In Taiwan weisen 95% der schwangeren Frauen eine Seropositivitat bezuglich
HCMV auf. Eine Studie von Jim et al. beinhaltete insgesamt 38 Mutter und 42
Kinder, das Gestationsalter lag unter 35 Wochen und das Geburtsgewicht unter
1500 g. Der Untersuchungszeitraum lag zwischen Juli 2000 und Februar 2002.
36 Mutter waren seropositiv (97,3%), eine Mutter war seronegativ und eine
weitere wurde aus dem Untersuchungskollektiv ausgeschlossen. Bei der
seronegativen Mutter konnte kein Virus in der Muttermilch nachgewiesen
werden und ihr Fruhgeborenes zeigte keine Zeichen einer Infektion. Bei
insgesamt 35 Mdattern (97,3%) wurde HCMV-DNA in der Muttermilch
nachgewiesen. Sechs Kinder von insgesamt funf Mittern zeigten eine Infektion
und 34 Kinder von 31 Muttern zeigten keine Infektion. Zwischen diesen beiden
Gruppen gab es keinen wesentlichen Unterschied bezlglich Gestationsalter,
Geburtsgewicht, Geschlecht, Alter der Mutter oder der Art der Entbindung. Bei
einer Mutter war zwar eine Virolaktie festzustellen, in diesem Fall fand aber
keine Transmission statt. Die Transmissionsrate errechnete sich somit aus funf
von 36 und ergab 13,8%. Die Ergebnisse dieser Arbeitsgruppe haben ergeben,
dass die Transmission des Virus auch eine hohe Viruslast fordert. HCMV-DNA
wurde in der infizierten Gruppe friher entdeckt als in der nicht infizierten
Gruppe. Im Kontrast zu der hohen Pravalenz von seropositiven Muttern und
der HCMV-DNA-Detektion in der Muttermilch waren die Infektions-und
Transmissionsraten (13,8%) bei diesen untersuchten Patienten wie auch bei
Yasuda et al. niedriger als bei anderen Studien (Hamprecht et al., 2001). Dies

hangt héchstwahrscheinlich damit zusammen, dass die Muttermilch bei -18 °C



4. Diskussion -112 -

fur mehrere Tage -eingefroren worden war, bevor sie an die Kinder
weitergegeben wurde. (Jim et al., 2004).

Vor dem Hintergrund dieser aktuellen Problematik stellte sich nun Willeitner in
einem Review die Frage, ob beziglich der HCMV-Ubertragung durch
Muttermilch auf Frahgeborene neue Stillempfehlungen erarbeitet werden
mussen; zumal bei neun von zehn HCMV-seropositiven Muttern wahrend der
Laktationsperiode eine Ausscheidung des Virus Uber die Muttermilch stattfindet.
Sie beschreibt eine Seropravalenz bei Muttern von 49% (Deutschland) bis 71%
(USA). Nach Recherche der Autorin zeigen die erhobenen Werte bezuglich der
HCMV-Ausscheidung durch die Muttermilch eine grofl3e Streubreite (16-70%).
Willeitner erklarte sich diese Diskrepanz dadurch, dass zur Erhebung dieser
Werte einerseits unterschiedliche Milchvolumina verwendet wurden und
andererseits unterschiedliche Testverfahren herangezogen wurden. Bezuglich
der Transmissionsraten ging die Autorin hauptsachlich auf die Studie von
Hamprecht et al., 2001 und Vochem et al., 1998 ein (37-59%). Wenngleich die
Ubertragung von HCMV via Muttermilch kein sehr haufiges Ereignis sei (wohl
unter Nichtbertcksichtigung einer Milchvorbehandlung, etwa
Gefriertaulagerung), so sprache die Schwere der Krankheit fur sich und fordere
eine klare Definition bezuglich der Hochrisikogruppe fur den Erwerb einer
HCMV-Infektion durch den Ubertragungsweg Muttermilch. Wie sollte jedoch die
Pravention aussehen? Zur Klarung dieser Frage beleuchtete die Verfasserin die
unterschiedlichen Verfahren der HCMV-Inaktivierung in der Muttermilch. Bei der
Holder-Pasteurisierung kann zwar eine Inaktivierung des Virus erreicht werden,
jedoch werden auch andere wichtige Faktoren zerstort. Was die Inaktivierung
durch Einfrieren betrifft, sollte untersucht werden, ob eine Reduktion von HCMV
dazu fuhren kann, das klinische Risiko einer Infektion zu reduzieren. Nach
Meinung der Autorin umfasste die Studie von Sharland et al. mit 18 Kindern
eine zu kleine Studienpopulation, aulerdem war der follow-up Zeitraum von 67
Tagen zu gering, um eine klare Aussage treffen zu kdnnen. Zur Klarung dieser
aufgeworfenen Problematik forderte die Autorin eine prospektive randomisierte
klinische Studie, in der Kinder verglichen werden sollen, die entweder

unbehandelte, pasteurisierte oder kryoinaktivierte = Muttermilch  von
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seropositiven Muttern erhalten. Zusatzlich stellte sich die Frage, ob bei Muttern
gefahrdeter Kinder eine Testung auf HCMV-IgG durchgefuhrt werden sollte. Die
Autorin verlangte eine prospektive Studie mit Frihgeborenen,deren Mdutter
entweder seropositiv oder seronegativ sind, um die Frequenz von Symptomen
von exponierten und nichtexponierten zu vergleichen (Willeitner, 2004).

In Tabelle 41 sind die Studien der letzten Jahre zusammengefasst. Dargestellt
hierbei sind wu.a. die Verarbeitung der Muttermilchproben, die
Transmissionsraten sowie die klinischen Auswirkungen. Dabei waren nur
wenige Studien mit den Tubinger Daten vergleichbar (Hamprecht et al., 2005).
Wurde die Muttermilch zuerst kryoinaktiviert, so  wurde einerseits die
Transmissionsrate im Vergleich zu Tubinger Studien reduziert, andererseits sah
man auch hier symptomatisch infizierte Kinder aufgrund unzureichender HCMV-
Inaktivierung. In der Studie von Meier et al. entwickelten zwei von 21 Kindern
.oepsis-ahnliche Symptome®“. Beide konnten erfolgreich mit Ganciclovir
behandelt werden (Meier et al., 2005). Miron et al. zeigten eine sehr niedrige
Transmissionsrate, aber eines der vier Kinder entwickelte eine schwere HCMV-
assoziierte Erkrankung (Miron et al., 2005). Es kommt also in weniger als 10%
der gestillten Risiko-Fruhgeborenen mit einem Geburtsgewicht <1000 g und
einem Gestationsalter <30. Schwangerschaftswoche zu einer symtomatischen
HCMV-Infektion des Frihgeborenen, im Falle einer Infektion kénnen jedoch

sehr schwerwiegende Folgen auftreten.
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Tab. 42: Daten zur HCMV-Transmission liber Muttermilch auf Friihgeborene

GA: Gestationsalter

w: Woche

SLS: sepsis-like symptoms
NEC: nekrotisierende Enterokolitis

Infektionsrate

Symptomatisch infizierte

Zitat Nativmilch? exponierter

Kinder Frihgeborene
Hamprecht et al. 12% (4/33); GA: 24, 25, 24,
2001; ja 38% (33/87)
Deutschland 28 w: SLS
Maschmann et
al. 2001; ja 38% (33/87) 12% (4/33) SLS
Deutschland
Mosca et al. . 0 .
2001: Italien ja 25% (5/20) keine
Pugni et al. . o o
2002: Italien ja 39% (13/33) 8% (1/13) SLS
Miron et al. . o o
2005; Israel ja 6% (4/70) 25% (1/4) SLS
Meier et al. , o 0
2005: ja 55% (21/55) 9% (2/21) SLS

Sharland, Khare

Pasteurisiert und/oder

2002; kryoinaktiviert bei -20 °C 6% (1/18) keine

GroR britanien fur 72 Stunden

Yasuda et al. hauptsachlich bei -20 °C o o

2003; Japan kryoninaktiviert 10% (3/30) 0% (073)
Cheong et al. ja, aber auch bei -20 °C 50% (8/16 Diarrhoe und
2003; ? NEC; 4/16 NEC;
GroRbritanien kryoinaktiviert 2/16 gestorben)
Jm.w et al. 2004, jede Mllgh b.e|. -18 °C 15% (6/40) 83% (5/6)SLS
Taiwan kryoinativiert

Mussi-Pinhata et
al. 2004;
Brasilien

teilweise ja (52%)

22% (21/95)

0% (0/21)

Doctor et al.

2005; Kanada

ja, aber auch bei -20 °C
kryoinaktiviert (Uber 3
Monate)

6% (4/65)

25% (1/4) SLS

Auch Curtis et al. untersuchten die Effizienz der Kryoinaktivierung. Sie
untersuchten dazu unterschiedliche Milchproben, die bei -20 °C Uber 48
Stunden eingefroren worden waren. Sie erhielten folgende Ergebnisse: HCMV
konnte aus allen Proben, die Uber 24 Stunden kryoinaktiviert worden waren,
kultiviert werden sowie bei funf von sieben, die diesem Verfahren fur 48
Stunden ausgesetzt wurden. In drei Proben konnte das Virus sogar noch nach

zehn Tagen Behandlung detektiert werden. Die Autoren konnten somit belegen,
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dass das Verfahren der Kryoinaktivierung zur Elimination von HCMV aus der
Muttermilch fur Frihgeborene nicht geeignet ist (Curtis et al. 2005).

Auf HCMV als Ubertrager einer Infektion bei Friihgeborenen weisen auch
Kerrey et al. hin. Die Arbeitsgruppe empfiehlt zur Evaluation der HCMV-
Viruslast in Muttermilch die Real-Time-PCR. In einer Fallstudie stellten die
Autoren ein Kind vor, welches sowohl frische als auch kryoinaktivierte
Muttermilch erhalten hatte und dabei schwer an HCMV erkrankt war (Kerrey et
al., 2005).

Vor dem Hintergrund der vorliegenden Arbeit stellt sich also die Frage, wie eine
postnatale HCMV-Transmission effektiv verhindert werden kann und welches
Verfahren hierfir am besten geeignet sein kdnnte. Zur Erreichung dieses Ziels
sollte die Muttermilch so behandelt werden, dass das HCMV-Virus inaktiviert
wird, jedoch gleichzeitig die immunologischen und ernahrungsphysiologischen
Vorteile der Muttermilch erhalten bleiben. Wahrend das Holder-Verfahren zwar
das erste Problem effektiv 16st und bei der Kryoinaktivierung zwar die
Muttermilch schonend behandelt, aber die virale Aktivitat nicht vollstandig
eliminiert wird, konnte die Kurzzeithitzepasteurisierung zur LOsung des
Problems beitragen

In einer aktuellen Veroffentlichung im Kontext der vorliegenden Arbeit wird die
geschilderte  Problematik nochmals aufgegriffen und verschiedene
Inaktivierungsmethoden einander gegenubergestellt (Hamprecht et al., 2004)
Zu Beginn der Untersuchung wurde bei den verschiedenen
Inaktivierungsmethoden der virale DNA-Gehalt in der Molke verglichen. Weder
die Kryoinaktivierung noch das Holder-Verfahren oder die
Kurzzeithitzeinaktivierung reduzierten die virale DNA-Last wesentlich. Was die
Kryoinaktivierung anbelangt, so konnte die HCMV-Infektiositat nur in einem von
zehn Versuchen eliminiert werden. Bei gespikter Milch (artifiziell infizierter
Milch) wurde die Infektiositat durch Kryoinaktivierung bei -20 °C Uber zehn Tage
um 80% reduziert, dabei waren aber immer noch 28 Plaques in der Mikrokultur
nachweisbar. Diese Untersuchungen zeigten, dass hohe Viruslasten in der
Milch nur sehr ungenugend eliminiert werden konnen (Hamprecht et al., 2004).
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Diese in vitro Ergebnisse konnten durch einen aktuellen Fallbericht der
Tlabinger Arbeitsgruppe eindrucksvoll bestatigt werden. Die Autoren konnten
zeigen, dass ein ausschlieRBlich mit eingefrorener Muttermilch gefittertes
Frihgeborenes eine schwere HCMV-Infektion erwarb. So musste es am Tag
150 post partum reintubiert werden, nachdem es zuvor Muttermilch vom Tag 42
post partum erhalten hatte. Diese Milch war trotz Gefriertaulagerung uber zwei
Monate stark mit HCMV-Infektiositat belastet (Maschmann et al., 2006).

Im Gegensatz dazu gelang es beim Holder-Verfahren (n=4) und bei der
Kurzzeithitzepasteurisierung (n=8) in jedem der insgesamt 12 Versuche, die
Infektiositat vollstandig zu eliminieren und auch die HCMV-RNA war danach
nicht mehr nachweisbar. Was allerdings die Enzymaktivitaten betrifft, so wurden
bei beiden Hitzeinaktivierungsverfahren (Holder-Verfahren und
Kurzzeithitzeinaktivierung 5 Sekunden bei 72 °C) die Aktivitaten der AP und
Lipase fast komplett zerstort, bei der Kryoinaktivierung tber 10 Tage bei -20 °C
wurden die Aktivitaten der AP, Lipase und des sIgA nicht beeinflusst.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde das Verfahren der
Kurzzeithitzepasteurisierung genauer untersucht: Verwendet man
Inaktivierungsbedingungen von 62 °C und 2 Sekunden, so konnte die Aktivitat
der AP sogar teilweise bis zu 79% erhalten bleiben und die der Lipase bis zu
10%. Es hat sich jedoch wahrend dieser Untersuchungen gezeigt, dass eine
Inkubationsdauer von funf Sekunden flr die Durchfuhrung der
Kurzzeithitzepasteurisierung und besonders in Bezug auf die technische
Realisierbarkeit  vorzuziehen ist. Deswegen wurden hauptsachlich
Rampenzeiten von funf Sekunden bei unterschiedlichen Inkubationsdauern
miteinander verglichen. Es wurden insgesamt 14 unterschiedliche
Maximaltemperaturen untersucht. Als hochste Maximaltemperatur wurde 72 °C
gewahlt. Hier lag die Aktivitat der AP nur bei 4,95 % (Mittelwert;
Erwartungswert). Wurde die Maximaltemperatur zunehmend verringert, so lag
die beobachtete Aktivitat der AP bei einer Inkubationstemperatur von 62 °C bei
42,65% und bei einer Inkubationstemperatur von 60 °C immerhin bei 71,31%.
Bei dieser gewahlten Maximaltemperatur lag die Aktivitat der Lipase bei 5,35%

(Mittelwert; Erwartungswert). Obwohl der Aktivitatswert fur die Lipase noch im
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unteren Bereich lag, wird eine Maximaltemperatur von 60 °C als optimal
angesehen, da bei allen untersuchten Proben (n=14) ein Inaktivierungserfolg
von Uber 99% erreicht werden konnte. Bei einer weiteren Verringerung der
Inkubationstemperatur kann aus virologischer Sicht keine optimale Inaktivierung
mehr gewahrleistet werden.

Vergleicht man das Holder-Verfahren mit der Kurzzeithitzepasteurisierung, so
ergab sich fur die Aktivitat der AP ein Wert von 4,7 % (Median) und fur die
Aktivitat der Lipase ein  Wert von 2,9% (Median). Die Aktivitaten der beiden
Markerenzyme liegen also deutlich unter den errechneten Werten der Enzyme
fur das Kurzzeithitzeinaktivierungsverfahren.

Die oben dargestellten Werte beziehen sich allerdings nur auf die Spiking-
Experimente. Es konnte jedoch beobachtet werden, dass auch bei den natirlich
infizierten Muttermilchproben eine Maximaltemperatur von 60 °C bezuglich dem
Inaktivierungserfolg und den Aktivitaten der beiden Markerenzyme als optimal
anzusehen ist.

Untersuchte man die seropositiven Muttermilchproben auf virusspezifische
Antikorper mittels eines rekombinanten HCMV-IgG-Immunblotverfahrens, so
konnte man erkennen, dass Transmitterinnen im Vergleich zu
Nontransmitterinnen ein anderes Antikdrpermuster in der Muttermilch
aufweisen. Bei einer Muttermilchprobe einer Non-Transmitterin konnten keine
gB-spezifischen Antikérper nachgewiesen werden, sondern lediglich Antikorper
gegen p150. Bei den Transmitterinnen dagegen konnten gB-spezifische
Antikorper nachgewiesen werden, was fur eine Reaktivierung spricht. Diese
bisherige praliminare Datenkonstellation spricht tendenziell daftir, dass man
Nontransmitterinnen sowie Transmitterinnen allein durch ihr Antikbrpermuster
erkennen kann, was durch weitere Untersuchungen noch belegt werden muss.
Ferner wurden die seropositiven Muttermilchproben mittels quantitativer HCMV-
PCR untersucht. Es konnte beobachtet werden, dass sich durch die
Kurzzeithitzepasteurisierung die DNA-Kopienzahl nicht signifikant reduziert.
Dies bestatigt frihere Befunde (Hamprecht et al., 2004).

Aufgrund verfugbarer Daten sollte Muttermilch, die an ein noch zu definierendes

Kollektiv von Risiko-Frihgeborenen verabreicht wird, einer
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Kurzzeithitzepasteurisierung bei einer Maximaltemperatur von 60 °C und einer
Inkubationsdauer von funf Sekunden unterzogen werden. Auch die
schwedische Virologin Forsgren kommentierte, dass die
Kurzzeithitzeinaktivierung mit der Generierung eines dunnen Milchfilms ein sehr
vielversprechender Ansatz sei. Die Elimination von HCMV aus der Muttermilch
ohne die wichtigen Inhaltsstoffe zu zerstoren ist ein grol3es Ziel. Deshalb konnte
die Kurzzeitpasteurisierung, die die Infektiositat eliminiert, auch flr
Spendermilch verwendet werden (Forsgren, 2004). Die beiden verfligbaren
Alternativverfahren zur HCMV-Inaktivierung konnen nicht als optimal
angesehen werden, da sie entweder nicht virussicher (Gefriertaumethode) oder
nicht schonend (Holder-Verfahren) sind.

AbschlieRend kann festgestellt werden, dass sowohl das Holder-Verfahren
(Ford et al., 1977; Molnar et al., 1969) sowie die Kryoinaktivierung wegen
unzureichender Virusinaktivierung nicht empfohlen werden kann.

Weitere biochemische Analysen der Muttermilch nach
Kurzzeithitzeinaktivierung (funf Sekunden bei 60 °C) sind erforderlich, um die

Qualitat dieses virussicheren Verfahrens zu beschreiben.
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5. Zusammenfassung

Wahrend der Laktation wird HCMV mit einer Reaktivierungsrate von 96% uber
die Muttermilch seropositiver stillender Mutter ausgeschieden. Diese Rate
entspricht somit der Seropravalenz und die postnatale HCMV-Transmission
(von bis zu 37%) durch stillende Mutter reprasentiert die Hauptinfektionsquelle
fur Neugeborene.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde nun untersucht, inwieweit das Verfahren der
Kurzzeithitzepasteurisierung <72 °C die HCMV-Ubertragung via Muttermilch
verhindern kann und inwieweit es sich von dem etablierten Verfahren der
Langzeithitzepasteurisierung (Holder-Verfahren) unterscheidet. Die
Inaktivierung erfolgte mittels eines Prototyps (Firma Lauf, Tabingen), mit dem
die optimalen Inaktivierungsbedingungen (Temperatur; Zeit) eingestellt werden
konnten. Insgesamt wurden 51 verschiedene seronegative und sieben
seropositive Muttermilchproben untersucht. Die 51 seronegativen Proben
stammten von 33 unterschiedlichen Spenderinnen. Die sieben seropositiven
Proben von vier unterschiedlichen stillenden Muttern.

Es zeigte sich, dass eine Maximaltemperatur von 60 °C und eine
Rampentemperatur von finf Sekunden als optimal angesehen werden kann, da
bei dieser Temperatur ein ausreichender Inaktivierungserfolg zu verzeichnen ist
(>99% bei n=14) und die beiden Markerenzyme Alkalische Phosphatase und
Lipase eine ausreichende Aktivitat aufweisen. AP: 71,31% (Erwartungswert)
gegenuber 4,7% (Median) beim Holder-Verfahren. Lipase 5,35%
(Erwartungswert) gegenuber 2,9% (Median) beim Holder-Verfahren. Diese
Werte beziehen sich auf die Spiking-Experimente, korrelieren aber mit den
Werten bei naturlich infizierter Muttermilch.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass das Verfahren der
Kurzzeithitzeinaktivierung zur Verhinderung einer Ubertragung von HCMV als
derzeit beste Option dient, da auch nach Kryoinaktivierung keine ausreichende
Zerstorung von HCMV, im Falle einer maximalen Viruslast (ca. 40-60 Tage post
partum), erreicht werden kann und die Kurzzeithitzeinaktivierung sowohl

virussicher als auch schonend durchgefiihrt werden kann.
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