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lgG-Antikorper mit verschiedenen Testsystemen
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Zusammenfassung:

Mit Hilfe eines ELISA zum Nachweis von spezifischen IgG-Antikérpern gegen Treponema pallidum (TP)
wird gezeigt, dal8 mit steigenden Titern eine Hemmung des TP-IgM-Nachweises im indirekten Immunfluo-
reszenztest (lIFT) gehduft auftritt. Es wird darauf hingewiesen, daB8 ein solcher Stéreffekt beim Nachweis
von TP-IgM-Antikérpern mit einem ELISA nicht auftritt. Dieser TP-IgM-ELISA weist auch 8S (IgM)-
Antikérper-u-Ketten spezifisch nach. Bei divergierendem Testergebnis zum Nachweis von TP-IgM zwischen
Fluoreszenztest und ELISA sollte z. Zt. noch der IIFT fiir die Diagnostik ausschlaggebend sein.

Schliisselworter:

Treponema pallidum — IgM-Antikérper — kompetitive Hemmung — indirekter Immunfluoreszenztest —
ELISA

Summary:

By means of an ELISA for the detection of specific IgG antibodies against Treponema pallidum (TP) it is
shown that a competitive inhibition effect in the indirect immunofluorescence test (IIFT) at the demonstration
of TP-IgM occurs more often with increasing TP-IgG antibodies. Such an inhibition effect has not been
observed so far if TP-IgM antibodies are detected by ELISA technique. This TP-IgM ELISA does also
demonstrate TP specific 8S (IgM) antibodies. In the case of conflicting routine tests at the demonstration

of TP-IgM by IIFT and ELISA the result obtained by IIFT should decide at present.
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Einleitung

Der Nachweis gegen Treponema pallidum (TP)-Antigene
gerichteter IgM-Antikérper (TP-IgM) weist bereits
10-14 Tage nach der Infektion (10, 24) in jedem Sta-
dium auf die Anwesenheit bzw. Persistenz des Erregers
im Organismus hin (2—4). Er markiert damit eine Be-
handlungsbediirftigkeit des' Patienten (5, 6, 17, 29). Auf
diese Weise ist es moglich, serologisch die Indikation fiir
eine antibiotische Therapie zu stellen und eine Progre-
dienz des Entziindungsprozesses zu verhindern (14). Da
diese Antikorper fiir die Beurteilung der Sanierung des
Patienten herangezogen werden (11, 24), ist ein verlaRli-
ches Testsystem zum Nachweis oder Ausschluf® von TP-
IgM fiir die Orientierung des Arztes erforderlich. Sehr
verlaBliche Ergebnisse sind bei der Anwendung der indi-
rekten Immunfluoreszenztechnik (IIFT; 7) mit dem igM-
FTA-ABS- (1, 7, 9) sowie 19S(IgM)-FTA-ABS-Test
(14, 15) erzielt worden. Dabei vergleicht man den Titer
luesspezifischer IgM-Antikérper vor (IgM-FTA-ABS)
und nach 19S(IgM)-FTA-ABS Serumfraktionierung
durch Gelchromatographie im IIFT. Diese Methode ist

aufwendig und erfordert bei der Auswertung Erfahrung.
Sie sollite durch einfachere Techniken ersetzt werden.
Festphasetechniken wie solid-phase haemadsorption
test (SPHA) (27) und enzyme-linked-immunosorbent
assay (ELISA) (13) sind inzwischen auf ihre diagnosti-
sche VerlaBlichkeit Gberpriift worden. Es zeigte sich, daR
der ELISA dem SPHA auch aus theoretischen Griinden
iberlegen ist (22). Bevor jedoch ein ELISA-System Zu-
gang zur serologischen Routinediagnostik finden darf,
sollte belegt werden, daB es der Kombination von IgM-
FTA-ABS und 19S (IgM)-FTA-ABS beziiglich Spezifitat
und Sensibilitat zumindest gleichwertig ist.

Material und Methoden
Seren

Es wurden 85 Seren von Patienten mit den klinischen
Symptomen einer Sekundarsyphilis sowie 25 Seren von
Neurosyphilitikern vor einer antiluetischen Therapie un-
tersucht. Die Serumproben wurden fir maximal 72 Std.
bei 4°C und spiter bei —70°C gelagert. Sie wurden fiir
den Nachweis von TP-spezifischen Antikoérpern vom
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1gM-Typ einmal nach dem Auftauen nativ verwendet. Der
Nachweis von TP-spezifischen Antikdrpern erfolgte mit
den Standardmethoden des TPHA und FTA-ABS unmit-
telbar nach Eingang der Serumproben im Laboratorium.

Serumfraktionierung durch Gelchromatographie

Zum Nachweis von luesspezifischen 19S-IgM-Antikor-
pern wurden die Testseren gelchromatographisch nach
der Mikromethode von Miiller und Oelerich (16) fraktio-
niert: eine 1,5 cmx 14 cm Ultrogel AcA-34 Sédule wurde
mit 0,7 ml Serum beladen und mit Phosphat-gepufferter
isotonischer NaCl-Lésung (PBS), pH 7.3, eluiert. Je 18
Tropfen (etwa 1,3 mi) wurden in einer Fraktion aufgefan-
gen.

IgM-FTA-ABS-Test

Die Testseren wurden in den Verdiinnungen 1:5, 1:10,
1:20, 1:40, 1:80 und 1:160 getestet. Als Antigen diente
Treponema pallidum (TP; Nichols Stamm), das 10 Tage
nach Inokulation in Kaninchenhoden geerntet und in 1%
Albumin-PBS durch Zentrifugation (30 min/3000%g)
von Zellbestandteilen gereingt wurde. Zum Nachweis der
TP-spezifischen IgM-Antikorper am Antigen wurde
FITC-markiertes anti-Human IgM vom Kaninchen (Daco
Immunochemicals, Kopenhagen, Danemark) in einer Ver-
diinnung von 1:50 verwendet.

19S(lgM)-FTA-ABS-Test

Die ersten 5 IgM-haltigen Fraktionen nach der Gelchro-
matographie wurden unverdiinnt wie im IgM-FTA-ABS-
Test auf TP-Spezifitdt getestet. Der Titer wurde aus dem
Fu-Wert nach Miiller (15) errechnet.

Zusatzlich wurden die ersten 4 Fraktionen im IgG-Bereich
auf moglicherweise vorhandene 8S (IgM)-Antikorper
getestet. Sie wurden wie 19S (IgM)-Antikérper nachge-
wiesen.

IgM- und IgG-TP-ABS-ELISA

TP-spezifische IgM- und IgG-Antikérper wurden zusatz-
lich mit der ELISA-Technik (13) nachgewiesen. Kurz:
eine angereicherte Suspension von Treponema pallidum
(Nichols Stamm; > 108 Keime/ml) wurde 6 x45 sec. mit
50 Watt im Eisbad beschallt (Sonicator™ Cell Disruptor,
Model W 185 F, Heat Systems Ultrasonics, Inc.). Das
Ultrasonikat wurde nach Sedimentation.groberer Zellbe-
standteile (30 min/10000xg) iiber einen CsCi-Gradien-
ten (Dichte 1,05—1,45) in einer Ultrazentrifuge (Beck-
man-L-5-50 B, SW-50 Rotor, 90 min 40000xg, 4°C)
gereinigtund in 20 Tropffraktionen aufgetrennt. Losliches
Antigen im Dichtebereich 1,05-1,1 wurde auf die glei-
che Weise nachgereinigt. Nach Dialyse gegen PBS wurde
es zur Adsorption an die feste Phase von Polyvinylchlo-
rid-Mikrotiterplatten in der Verdiinnung 1:1073-1:1075
in 0,150 mol/l Na,C0;-0,035 mol/l NaHCOQ,-Puffer,
pH-Wert 9,6, verwendet. Das l6sliche TP-Antigen ist bei
4°C, —20°C sowie —80°C langstens 3 Monate stabil.

Die Testseren wurden 1:1, 30 min lang bei 20°C mit
einem Fragment von Treponema phagedenis enthalten-
den Diluent (Fujizoki Pharmaceuticals, Co., Ltd., Tokio,
Japan) praabsorbiert, um gruppenspezifische Antikorper
zu binden. Jedes Serum wurde routinemaRig in den Ver-
diinnungsstufen 1:50, 1:100, 1:400, 1:1000 auf IgM-
Antikorper und 1:25, 1:100, 1:1000, 1:10000 auf
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IgG-Antikérper getestet. Die Testverdiinnungen zum
Nachweis von spezifischem IgM wurden zusatzlich mit
hitzeaggregiertem, gelchromatographisch gereinigtem
Human IgG (5 mg/ml; 26) 1:2, 20 min bei Zimmertempe-
ratur unter stetigem Schiitteln absorbiert, um maglicher-
weise vorhandene Rheumafaktoraktivitat zu binden (30).
Anti-Human-IgM und -IgG (Daco, Immunochemicals,
Kopenhagen, Danemark) wurden mit Meerrettichperoxi-
dase (Sigma Typ VI, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO.,
USA) nach der Methode von Wilson und Nakane (35)
markiert.

Die Immunreaktionen wurden 90 min lang bei Zimmer-
temperatur ausgefithrt. Die Enzymreaktion erfolgte mit
100 pl o-Phenylendiamin (10 mg in 10 mi 0,1 mol/|
Na,HPO,-KH,PO,, pH-Wert 6,0; 0,01% H,0,) pro Napf
5 min lang bei 20°C im Dunkeln und wurde mit 100 pl
4 mol/l H,SO, gestoppt. Die Extinktionen bei 492 nm
wurden automatisch mit dem Multiscan (Titertek) abge-
lesen. Extinktionen, die die Summe des Mittelwertes von
mindestens 8 Negativ-Kontrollen und deren 5fache Stan-
dardabweichung Ubersteigen, weisen eine positive Test-
reaktion aus.

Spezifitit und Sensitivitdt des IgM-TP-ABS ELISA

Aus Tab. 1 ergibt sich die Spezifitdt und Sensitivitat des
IgM-TP-ABS-ELISA. Es sind die Testergebnisse von
266 TP-1gM reaktiven und 463 nicht reaktiven Referenz-
seren im IgM-TP-ABS-ELISA zusammengestellt. Die
Spezifitat bestimmt die Wahrscheinlichkeit, mit der nicht -
reaktive Referenzseren Gibereinstimmend nicht reaktiv im
ELISA angezeigt wurden. Sie errechnet sich zu C/C +
D = 96%. Die Sensitivitat gibt die Wahrscheinlichkeit an,
mit der reaktive Referenzseren iibereinstimmend ermittelt
wurden: A/A + B = 97%.

Tab. 1: Spezifitat und Sensibilitat des IgM-TP-ABS-ELISA

A B

19S (IgM)-FTA-ABS —-FTA-

(reaktiv) (reaktiv)

258 8

IgM-TP-ABS-ELISA —ELISA-

(reaktiv) (nicht reaktiv)

C D

-FTA- —-FTA-

(nicht reaktiv) (nicht reaktiv)
17 446

—ELISA- —ELISA- .

(reaktiv) (nicht reaktiv)

Ergebnisse

Von 85 Patienten mit einer Syphilis im Stadium Il fand
sich in 68 Féllen (80%) eine Titerdifferenz von minde-
stens 2 Verdiinnungsstufen zwischen IgM-FTA-ABS und
19S/IgM-FTA-ABS. Der Nachweis von TP-spezifischen
IgM-Antikdrpern war in diesem Sinne partiell gehemmt
bei 35 (41%) Patienten. Bei 33 Patienten war der Nach-
weis der Antikorper im IgM-FTA-ABS komplett ge-
hemmit. Bei 25 Patienten mit klinisch gesicherter Neuro-
syphilis wurde eine Hemmung des Nachweises der spezi-
fischen IgM-Antik6rper im IgM-FTA-ABS in 13 (52%)
Fallen beobachtet. Davon zeigten 7 eine komplette und
6 eine partielle Hemmung.
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Aus Tab. 2 geht die Haufigkeit von partieller und komplet-
ter Hemmung des TP-spezifischen IgM-Nachweises im
IgM-FTA-ABS in Abhéngigkeit vom Titer der TP-spezifi-
schen 1gG-Antikérper ermittelt im ELISA bei Patienten
mit Sekundéarsyphilis hervor. 12 Patienten wiesen bei
einem als niedrig zu bewertenden IgG-Titer von 1:100 in
keinem Falle eine kompetitive Hemmung auf. Von der
1gG-Titerstufe 1:400 an fand sich eine kompetitive Hem-
mung. Der Anteil der kompletten Hemmung steigt signifi-
kant mit dem Titer der IgG-Antikérper. Bei einem IgG-
Titer von 1:1600 zeigt sich in 34% und bei 1:10000 in
62% eine komplette Hemmung.

Tab. 3 stelit den Anteil von partieller und kompletter kom-
petitiver Hemmung des IgM-Nachweises in IgM-FTA-
ABS bei den 25 Patienten mit Neurosyphilis dar. Es besta-
tigt sich, daR eine Hemmung bei dem IgG-Titer von 1:100
selten auftritt, wéhrend ab einer Titerstufe von 1:400 mit
einer Hemmung zu rechnen ist.

Alle 85 Seren von Patienten mit Sekundarsyphilis und
25 mit einer Neurosyphilis waren im IgM-ABS-ELISA
positiv. Dies weist darauf hin, daR.zumindest eine kom-
plette kompetitive Hemmung auch bei hohen IgG-Titern
beim ELISA nicht auftritt, obwohl ebenso wie fiir den
IgM-FTA-ABS nicht fraktioniertes Serum verwendet
wird.

Bei 2 von 85 Fallen mit einer Sekundarsyphilis und bei -

5 von 25 mit einer Tertidrsyphilis fanden sich im IIFT
ausschlieflich niedermolekulare 8S (IgM)-Antikérper
(19). Diese wurden in allen Fallen im ELISA als TP-IgM-
Antikorper erkannt.

Tab. 2: Haufigkeit von partieller und kompletter kompetitiver
Hemmung im IgM-FTA-ABS-Test in Abhéngigkeit vom luesspe-
zifischen IgG-Titer bei 85 Patienten mit einer Sekundérsyphilis

TP-lgG- n kompetitive keine
Titer Hemmung im TP- Hemmung
(ELISA) IgM-FTA-ABS-Test im TP-IgM-
FTA-ABS-
partiell komplett Test

1:100 12 - - 12

1:400 11 5 (46%) 2 (18%) 4

1:1600 30 19.(61%) 10 (33%) 1

1:6400 14 6 (43%) 8 (67%) -

1:10000 13 4 (38%) 9 (62%) -
>1:25600 5 1 (20%) 4 (80%) -

Tab. 3: Haufigkeit von partieller und kompetitiver Hemmung im
IgM-FTA-ABS-Test in Abhdngigkeit vom luesspezifischen 1gG-
Titer bei 25 Patienten mit einer Neurosyphilis

TP-lgG- n kompetitive keine
Titer Hemmung im TP- Hemmung
(ELISA) IgM-FTA-ABS-Test im TP-IlgMi-
FTA-ABS-
partiell komplett Test
1:100 13 1 1 11
1:400 6 3 2 1
1:1600 3 2 1 -
1:6400 2 - 2 -
>1:25600 1 - 1 -

Diskussion

Gegenstand dieser Untersuchung ist es, den Stérfaktor
der kompetitiven Hemmung durch TP-spezifische 19G-
Antikorper beim Nachweis TP-spezifischer igM-Antikér-
per im IFT und ELISA zu iberpriifen. Der Nachweis der
IgM-Antikorper im IIFT erfolgte im IgM-FTA-ABS und
19S(IgM)-FTA-ABS.

Ein negativer IgM-FTA-ABS erfordert in jedem Falle den
AusschluR bzw. Nachweis von 19S (IgM)-Antikérpern.
Er erlaubt keinesfalls die Diagnose einer sanierten Lues-
infektion (19, 34). Da ein stark positiver IgM-FTA-ABS
durch Rheumafaktoraktivitat (14, 32) unspezifisch ver-
félscht ausfallen kann, ist der 19S (IgM)-FTA-ABS auch
bei einem reaktiven IgM-FTA-ABS unverzichtbar. Eine
Titerdifferenz zwischen diesen beiden Testen ist charakte-
ristisch fiir eine persistierende Syphilis (17).

Eine komplette Hemmung im IgM-FTA-ABS-Test wurde
bei 110 Patienten mit persistierender Syphilis in 45 (41%)
Fallen vorgefunden. Eine signifikante Titerdifferenz zwi-
schen den beiden Tests im Sinne einer partiellen kompeti-
tiven Hemmung fand sich bei 42 (37%) Patienten. Der
Nachweis von IgG-Titerstufen im IgG-TP-ABS-ELISA
bestétigt frithere Mitteilungen, daR die Haufigkeit einer
kompetitiven Hemmung mit steigendem IgG-Titer zu-
nimmt (2, 15). Sie erklart sich durch eine groRere Menge
an [gG-Antik6rpern (15) und moglicherweise auch durch
eine hohere Affinitat der IgG-Antikérper an das TP-Anti-
gen (25) gegeniiber den IgM-Antikdrpern.

Bei 6 Patienten im Stadium einer persistierenden Lues-
infektion fand sich im ELISA ein spezifischer IgG-Titer von
=1:25000. Da in allen Fallen der Nachweis von IgM-
Antikérpern gelang, ist anzunehmen, daR eine Hemmung
der IgM-Synthese durch extrem hohe IgG-Titer im Sinne
Uhrs (31) bei der Syphilis erst ab IgG-Titerstufen
> 1:25000 zu rechnen ist. Diese Beobachtung steht in
Ubereinstimmung mit entsprechenden Angaben von
Miiller (18, 20).

Der gelegentliche Nachweis von 8S (IgM)-Antikérpern
scheint fast ausschlieBlich in den Spatstadien einer Sy-
philis zu erfolgen (19). Der IgM-TP-ABS-ELISA erkennt
diese Antikorper auch in Fallen mit nicht nachweisbaren
19S (IgM)-Antikorpern. Allerdings vermag der ELISA
diese nicht von 19S (IgM)-Antikdrpern zu unterscheiden.

Fuhrt man den ELISA zugleich zum Nachweis von TP-
spezifischen IgM- und IgG-Antikorpern durch, so findet
sich im untersuchten Krankengut mit Sekundarsyphilis
bei 71 (84%) Patienten ein IgG/IgM-Titerquotient > 4
(12). Diese Beobachtung steht in Ubereinstimmung mit
Beobachtungen von Hunter (8) sowie Volkerding und
Muiller (33). Sie kénnte die fehlende kompetitive Hem-

. mung in den indirekten Fluoreszenztesten bei der serolo-

gischen Diagnostik einer persistierenden Syphilis im
ELISA méglicherweise ersetzen.

Der Nachweis von IgM-Antikérpern im indirekten Fluo-
reszenztest ist technisch aufwendig.und erfordert Erfah-
rung. Die ELISA-Technik ist fir diese Zwecke wesentlich
leichter durchfihrbar und auBerdem automatisierbar. Da
hohe TP-IgG-Titer beim Nachweis vom TP-IgM im
ELISA nicht storen, kann bei dieser Technik auf die gel-
chromatographische Trennung des Testserums verzichtet
werden.

Bei wissenschaftlichen Untersuchungen hat der IgG- und
IgM-TP-ABS-ELISA bereits zu zuséatzlichen Erkenntnis-
sen Uber die Syphilisserologie gefiihrt (21, 23). Die dar-
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gelegten Erfahrungen mit dem ELISA weisen diesem
Testsystem einen diagnostischen Stellenwert zu, der dem
des 19S-1gM-FTA-ABS nahekommt. Im kritischen Ein-
zelfall sollte sich aber die serologische Diagnose einer
behandlungsbedirftigen Syphilis z. Zt. noch auf die Er-
gebnisse im indirekten Fluoreszenztest stiitzen, da dieser
eine groRere Empfindlichkeit aufweist. Er zeigt spezifi-
sche IgM-Antikérper an, wenn sie im TPHA ab einer
Verdiinnung von 1:5 vorliegen. Mit dem ELISA sind diese
Antikoérper spezifisch erst ab einer Serumverdiinnung von
1:50 nachweisbar.
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