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The Selective Detection of Cytomegalovirus (CMV) by In Situ Hybridization 

Summary. In two SIDS autopsy cases, in situ hybridization with biotin-labeled 
DNA probes was used to demonstrate a specific cytomegalovirus (CMV) in- 
fection in paraffin-embedded tissue sections. This technique represents a 
rapid, specific, and highly sensitive tool for the detection of CMV infections 
and is recommended for routine examination in other suspected viral infec- 
tions, particularly in cases connected with SIDS. 

Key words: Cytomegalovirus - Hybridization, paraffin sections - SIDS, 
detection of cytomegalovirus 

Zusammenfassnng. An zwei SIDS-Ffillen wird der spezifische Nachweis ei- 
ner Zytomegalievirusinfektion durch ,,in-situ"-Hybridisierung an Paraffin- 
schnitten erbracht. Die Hybridisierungstechnik mit Biotin-markierten Gen- 
sonden stellt ein Verfahren yon groger Sensitivit~it dar. Diese Technik er- 
laubt einen schnellen und spezifischen Nachweis einer Virusinfektion und 
empfiehlt sich fiir routinemggige Untersuchungen bei Verdacht auf eine 
Virusinfektion, insbesondere bei der Ursachenerforschung des pl6tzlichen 
Kindstodes. 

Schliisselw6rter: Zytomegalievirus - Hybridisierung, Paraffinschnitte - 
SIDS, Zytomegalievirusnachweis 

Die hohe Frequenz histologisch nachweisbarer akuter respiratorischer Infekte 
bei pl6tzlichen Kindstodesffillen (Althoff 1969; Berg und Kijewski 1978; Valdes- 

* Herrn Prof. Dr. G. Dotzauer zu seinem 75. Geburtstag 
** Auszugsweise vorgetragen auf der 66. Jahrestagung der Deutschen Gesellschaft fiir Rechts- 
medizin in Bonn im September 1987 



238 U. Cremer 

Dapena 1986; Weyrich 1933) hat in letzter Zeit nicht nur zu Uberlegungen fiber 
deren pathophysiologische Auswirkungen gefiihrt, sondern auch Forschungen 
bezfiglich der Atiologie aktiviert, mit dem Ziel, die ffir solche respiratorischen 
Infekte urs~ichlichen Erreger nachzuweisen. 

Da schon seit l~ingerem ein Zusammenhang zwischen einem pl6tzlichen, un- 
erwarteten Todeseintritt im Sfiuglingsalter und repiratorischer Virusinfekte ver- 
mutet wird (Althoff 1973, 1980, 1982; Dietzsch und Wunderlich 1986; Gillner et 
al. 1976; Gold et al. 1961; Janssen und Naeve 1975; Kelly und Shannon 1982; 
Nelson et al. 1975; Ricken 1958; Spann 1950; Williams et al. 1984) wurde mit 
verschiedenen Forschungsans~itzen versucht, die Bedeutung yon Infekten mit 
,,respiratorischen Viren" zu ermitteln (Aherne et al. 1970; Bergmann et al. 
1972; Brandt et al. 1974; Ferris et al. 1973; Gardner 1983; Kingsbury und Falkow 
1985; Mertens et al. 1985; Ray 1970; Scott et al. 1978; Valdes-Dapena 1967). 

Aufgrund virologischer und klinischer Erfahrungen k6nnen viele Viren 
Atemwegsinfekte ausl6sen, wobei sich eine unterschiedlich lokalisierte Ansied- 
lung abgrenzen l~igt. 

Influenza- und Parainfluenza-Viren verursachen Krankheitserscheinungen 
in allen Stockwerken des Atemtraktes. Andere, wie das Respiratorisch-Syn- 
cytiale Virus, befallen vorwiegend die unteren, Adeno- und Coxsackieviren 
mehr die mittleren Abschnitte und Rhino- und Coronaviren siedeln sich fast 
ausschlieNich im oberen Respirationstrakt an (Klenk 1981). Noch umstritten ist 
die Bedeutung und Frequenz yon Zytomegalievirus-Infektionen bei pl6tzlichen 
Kindstodesf~illen (Mahnke 1960; Molz et al. 1985; Mtiller und Hesse 1960; Sei- 
fert 1984). 

Obwohl sich diese aus zytomegalen histomorphologisch erfagbaren Ver~in- 
derungen, etwa in den Kopfspeicheldriisen ableiten lassen, ist dadurch aber 
noch nicht der sichere spezifische Virus-Nachweis geffihrt. 

Die in den letzten Jahren erfolgte Weiterentwicklung virologischer Techni- 
ken er6ffnet erfolgsversprechende Wege eines Virus-Nachweises auch an post- 
mortalem Material. 

Die Identifizierung yon Viren durch Virusisolierung - ein sehr zeitaufwen- 
diges Verfahren - gelingt meist nur in der akuten Phase der Erkrankung, die 
bei pl6tzlichen Todesf~illen schon abgelaufen sein kann. 

Neben einem immunhistologischen Nachweis spezifischer viraler Antigene 
mit Hilfe mono- und polyclonaler AntikiSrper, kann auch ein indirekter serolo- 
gischer Nachweis einer frischen Virusinfektion, etwa durch erh6hte IgM-Titer 
wie yon Zink (1986) bei Infektionen mit Influenza-A-Viren vorgestellt, gefiihrt 
werden. Dieses Verfahren ist jedoch durch die Unsicherheit gepr~igt, dab in der 
Regel kein Vergleichstiter aus einer Zeitphase vor dem Tode zur Verffigung 
steht. 

Als ein weiteres spezifisches Nachweisverfahren wird seit einiger Zeit die 
Nukleins~iurehybridisierung angewendet. Mit dieser Technik kann der signifi- 
kante Nachweis viraler Nukleins~iuresequenzen ,,in situ", d.h. direkt in Zellen 
oder in Gewebeproben erfolgen (Neumann 1987). 

Da diese Nachweistechnik auch an bereits in Formol fixiertem und in Paraf- 
fin eingebettetem Material erfolgreich sein soll (Brigati et al. 1983; L6ning et al. 
1986; Myerson et al. 1984; Seifert et al. 1984), wird der Frage nachgegangen, ob 
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derartige Untersuchungen unter Beriicksichtigung des technischen und zeit- 
lichen Aufwandes ftir systematische Untersuchungen bei Kindstodesf~illen 
zweckmfigig und erfolgreich sind. 

Material und Methodik 

Es wurden zwei Kindstodesffille ausgewghlt, bei denen neben ausgedehnten unspezifischen 
Atemwegsinfekten die Glandula parotis auf eine zusfitzliche ZMV-Infektion hinweisende 
Zellverfinderungen aufwies. Es handelte sich um zwei m~innliche S~iuglinge im Alter von 5 
und 6 Monaten (Abb. 1). 

Von dem im Formol fixierten und in Paraffin eingebetteten Drt~sengewebe wurden 2 gm 
dicke Schnitte angefertigt und auf Poly-L-Lysin beschichtete Objekttr~iger aufgezogen. Die 
Hybridisierung erfolgte wie von Brigati et al. (1983) beschrieben. 

Zum Virusnukleinsfiurenachweis wurde eine Biotin-markierte, spezifische ZMV-DNA- 
Sonde (Zytomegalievirus Bioprobe TM, Enzo, New York, USA) verwendet. 

Das Testprinzip basiert auf der spezifischen Bindung yon Virus-DNA-Sequenzen im Un- 
tersuchungsmaterial mit der zugegebenen DNA-Sonde. Durch Hitzeeinwirkung (Denaturie- 
rung) wird die Doppelstrang-DNA in Einzelstr~nge aufgetrennt. Mit der einzelstr~ingig vorlie- 
genden Erreger-DNA-Sequenz kommt es durch komplement~ire Basenpaarung zur Ausbil- 
dung eines Hybrids aus Virus-Nukleinsfiure und markierter Gensonde. Nach Zugabe eines 
Streptavidin-Enzymkomplexes, der eine Bindung mit der Biotin-markierten Gensonde ein- 
geht, erfolgt die Sichtbarmachung der Virus-DNA-Sequenz durch die Enzymreaktion, bei der 
Cromogene farbige Niederschl~ige ausbilden, die lichtoptisch an den Stellen sichtbar werden, 
an denen sich ein Hybrid aus der Gensonde und der gesuchten Virus-DNA-Sequenz ausgebil- 
det hat (Abb. 2). 

Ergebnisse und Diskussion 

In b e i d e n  un t e r such t en  F N l e n  ge lang es mi t  de r  vo rges te l l t en  M e t h o d i k  de r  
spezif ische Nachweis  yon  Z M V - V i r u s - D N A - S e q u e n z e n .  D ie  R iesenze l l en  mi t  

Abb. 1. Glandula parotis: Sialadenitis mit lympho- und plasmazellul~irer Infiltration des Inter- 
stitiums und zahlreichen zytomegalen Riesenzellen im Gangepithel; H.E.-F~irbung; 400 × 
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Abb. 2. Glandula parotis: In situ Hybridisierung: Nachweis von ZMV-DNA in zytomegalen 
Riesenzellen der Gangepithelien; 400 × 

Kern- und ZytoplasmaeinschRissen ffirben sich isoliert braun an und lassen sich 
von den umgebenden Gewebekonturen deutlich abgrenzen. 

Trotz eingehender lichtmikroskopischer Auswertung fanden wit neben den 
typischen Zytomegaliezellen keine weiteren virusinfizierten Zellen wie von L6- 
ning et al. (1986) vorgestellt, z.B. Pneumozyten, Endothelzellen und intravas- 
kul~ir lokalisierte Leukozyten. 

Die Autoren haben allerdings die Technik durch eine zusatzliche Antigen- 
Antik6rper-Methode modifiziert, die eine verst~irkte Nachweissensitivit~it besit- 
zen soll. 

Denkbar w~ire auch, dab bei den yon uns untersuchten SIDS-Fiillen eine zur 
Elimination yon Virusmaterial notwendige optimale Immunantwort durch 
Kooperation des T-Lymphozyten- und Makrophagensystems (Zinkernagel 
1981) nicht zustandegekommen ist. 

Die erzielten Ergebnisse belegen, dab die Hybridisierungstechnik als ein 
spezifisches Virus-Nachweisverfahren auch an postmortalem, in Paraffin einge- 
bettetem Gewebematerial erfolgreich durchgeftihrt werden kann, wobei eine 
genaue Lokalisation von Virus-DNA in intaktem Zellmaterial m6glich ist. 
Diese selektive Virusnachweistechnik ist der Elektronenmikroskopie t~berle- 
gen, mit der z.B. integrierte Virus-DNA nicht erfal3bar ist. Auch ergeben sich 
Vorteile gegentiber den sehr aufwendigen Gewebekulturtechniken, bei denen 
zum Positiv-Nachweis intakte virale Erreger vorliegen mtissen (Lee et al. 1978; 
Gregory und Menegues 1983). Auch bei einer Viruslatenz mit fehlender Repli- 
kation k6nnen mit der vorgestellten Hybridisierungstechnik positive Resultate 
erbracht werden (Wolf 1981). 

Die Verwendung Biotin-markierter Gensonden empfiehlt sich ftir routine- 
mN3ige Anwendungen, da hierbei im Gegensatz zu isotopenmarkierten Gen- 
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sonden keine Sicherheits- und Abfa l lp rob leme auf t re ten und die Mark ie rung  
auch nicht  im Laufe  der  Zei t  durch Zerfall  ver loren geht.  

Mit dieser Hybridis ierungstechnik lggt sich somit bei einer hohen  Sensitivi- 
t~it ein spezifischer Nachweis  und eine Lokal isat ion yon  Z M V - V i r u s - D N A  bei 
in tak tem Gewebemate r i a l  erbringen.  

Bei relativ ger ingem finanziellen und appara t iven A u f w a n d  lassen sich der- 
artige Un te r suchungen  auch im R a h m e n  rout inem/igiger  histologischer und hi- 
s tochemischer  Diagnost ik  in Rout ine labors  durchffihren. Es ist abzusehen,  dab 
mit wei teren  z u n e h m e n d  verft igbaren G e n s o n d e n  neben  dem jetzt  schon sicher 
m6gl ichen ZMV-Nachwe i s  auch andere  Viren erfaf3t werden  k6nnen ,  wodurch  
sich das Spek t rum der  Kindstodesforschung entscheidend erwei tern wird. 

Danksagung. Der Antor dankt Frl. Sylvia Seegers ft~r ihre hervorragende technische Hilfe. 
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