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Ube( die Grenzen des Aussagewertes reverser
und indirekter Testsysteme zum Nachweis
von IgM-Antikérpern gegen Toxoplasma gondii

W. Miihlenberg
Staatliches Medizinaluntersuchungsamt Hannover (Leiter: Prof. Dr. J. Sander)

Zusammenfassung:

Der Aussagewert und die Praktikabilitit von vier Testsystemen zum Nachweis von IgM-Antikérpern gegen
Toxoplasma gondii — reverser und indirekter ELISA, ISAGA und IgM-IIFT — werden aufgrund eigener
; Untersuchungen und einer Auswertung der Literatur beurteilt. Der reverse ELISA erreicht zwar bei Verwen-
¢ dung von F(ab’),-Konjugaten bzw. von konjugierten Antigenen eine sehr hohe Spezifitat, wird aber in seiner
Sensitivitdt durch das Verhaltnis vom spezifischen IgM zum Gesamt-IgM beeinflut und kann bei niedriger
Konzentration von Toxo-IgM-Antikérpern und hohem Gesamt-IgM-Gehalt falsch-negativ sein, z.B. bei
AIDS-Patienten mit polyklonaler Aktivierung der B-Zellen. Der ISAGA ist empfindlicher, zeigt allerdings im
Bereich niedriger Konzentrationen von Toxo-IgM-Antikérpern eine schlechte Quantifizierbarkeit, die sich in
plétzlichen Titerstiirzen ausdriickt. Der durch Vorbehandlung der Seren mit.Anti-Human-IgG modifizierte
IgM-IIFT zeichnet sich durch hohe Sensitivitit und Spezifitit aus, ist jedoch wegen seines hohen Arbeitsauf-
wandes und der Subjektivitat bei der Auswertung fiir Routinelaboratorien wenig geeignet. Vom Prinzip her
kénnte ein durch Anti-Human-IgG-Vorbehandlung modifizierter indirekter ELISA eine optimale Methode
sein. Ein kduflicher Reagenziensatz wies aber eine so hohe Hintergrundreaktivitit auf, dal8 seine Spezifitit
und Sensitivitat erheblich beeintrdchtigt waren. Diese Stérung war wahrscheinlich durch die Bindung von
IgM-Autoantikorpern (AMA/ANA u.dgl.) an Antigene des Zellinnern von Toxoplasmen und/oder durch
natdrliche kreuzreagierende IgM-Antikorper gegen Epitope der Zellmembran bedingt. Deshalb wird empfoh-
len, fiir den indirekten ELISA gereinigte oder gentechnologisch hergestellte spezifische Toxoplasmaproteine
zu verwenden.

Schliisselworter:

Nachweis von Toxo-IgM-Antikérpern — Storungen des reversen und indirekten Toxo-lgM-ELISA

-Summary:

Predictive value and practicability of four techniques for detection of IgM antibodies to Toxoplasma gondii —
reverse and indirect ELISA, ISAGA and IIFT — are evaluated, based on own investigations and on a survey
of publications. The reverse IgM-ELISA attains very high specifity, using F(ab’),-conjugates or conjugated
i antigens. Its sensitivity however is influenced by the ratio of specific to total IgM, which is causing false-
i negative reactions in sera with low levels of Toxo-IgM-antibodies and high contents of total IgM as for
b instance in patients with AIDS and polyclonal activation of B-cells. ISAGA is more sensitive, but shows
. poor quantifiability in sera with low concentrations of Toxo-IgM-antibodies and sudden falls of titers. IgM-
IIFT modified by pretreatment of sera with anti-human-1gG is an excellent test concerning sensitivity and
specifity, but because of its poor practicability and the subjectivity of interpretation it is not recommendable
3 for routine laboratories. The indirect Toxo-IgM-ELISA freed from interferences also by anti-human-I1gG
] fundamentally might be the optimum method. A commercial kit however showed a high background reac-
tivity, which strongly lowered its specificity and sensitivity. This interference probably was caused by binding
] of IgM-autoantibodies to internal antigens of Toxoplasma (AMA, ANA etc.) and/or by natural cross reacting
4 IgM antibodies against epitopes of the cell membrane. Therefore it is advisable, to use specific Toxoplasma
i proteins, purified or produced by gentechnology, for the indirect ELISA.

¥ Keywords: ' \
' Detection of Toxo-IgM-antibodies — Interferences of reverse and indirect Toxo-IgM-ELISA

munfluoreszenz bzw. des indirekten ELISA, erheblich be-

Einleitung

Wegen der groBen Bedeutung des Nachweises erreger-

spezifischer IgM-Antikorper fiir die frithe Diagnose akuter .

und konnataler Infektionen — insbesondere der Toxo-
plasmose und Syphilis — sollten IgM-Teste einen hohen
Grad an Zuverlassigkeit aufweisen. Durch inzwischen be-
kannt gewordene Stoérungen ist aber frither der Aussage-
wert der indirekten Testsysteme, d.h. der indirekten Im-

eintrachtigt worden. Denn ihre Sensitivitdt wird durch
Blockierung der Epitope des Testantigens durch IgG-An-
tikérper gemindert (18, 19) und ihre Spezifitdt durch
IgM-Rheumafaktoren (11, 23) sowie durch Anti-Allo-
typ-Antikorper, welche bei infizierten Neugeborenen und
Kleinkindern vorkommen und gegen Gm-Determinanten
des miitterlichen IgG gerichtet sind (29, 35). Zur Vermei-
dung der genannten Stérungen werden heute Fraktionie-
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rungsverfahren wie Ultrazentrifugation oder Saulenchro-
matographie eingesetzt, neuerdings auch die Prazipita-
tion des 1gG durch Anti-Human-1gG, wodurch IgG-Ag-
gregate entstehen, an die sich die IgM-Rheumafaktoren
mit groBer Aviditat binden (10, 20, 21, 47).

Eine Steigerung von Sensitivitat und Spezifitat des igM-
ELISA wurde auch durch die Einfihrung reverser Testsy-
steme (lgM-capture-Methoden mit Anti-Human-igM an
der Festphase) erreicht (7, 24). Aber auch bei diesem
Verfahren ist eine Minderung der Sensitivitdt durch
Blockierung des Anti-IgM durch unspezifisches IgM bei
hohem Gesamt-lgM-Gehalt méglich (7, 11). Ferner kén-
nen falsch-positive Ergebnisse bei hohem Gehalt der Se-
ren an IgM-Rheumafaktoren vorkommen, welche vom
Anti-IgM der Festphase gebunden werden und sich dann
ihrerseits an das Fc-Fragment des Konjugates binden (25,
40). Wahrend diese Stérung durch Verwendung von
F(ab’),-Konjugaten (24, 39, 44) bzw. von Konjugierten
Antigenen (5, 8, 14, 40) vermeidbar ist, handelt es sich bei
der Dampfung der Sensitivitat um eine systemimmanente,
nicht korrigierbare Interferenz reverser Testsysteme.

Ein Ziel der vorliegenden Arbeit war, das AusmaRl der
SensitivitatseinbuBe des reversen Toxo-lgM-ELISA bei
Seren mit hohem Gehalt an Gesamt-IgM zu bestimmen.
Ferner sollte gepriift werden, inwieweit die Vorbehand-
lung der Seren mit Anti-Human-1gG den Aussagewert
des indirekten Toxo-1gM-1IFT zu verbessern vermag und
ob ein kommerzieller, gleichfalls durch Anti-lgG-Vorbe-
handlung modifizierter indirekter Toxo-IgM-ELISA den
anderen Testen tberlegen ist.

Material und Methoden

Seren

5 Seren stammten von 4 Patienten mit frischer Toxoplas-
mose, 2 davon von einem kurze Zeit danach an Hirn-
Toxoplasmose verstorbenen HIV-Infizierten. 5 Seren wa-
ren zur Verlaufskontrolle eines dieser Patienten einge-
sandt worden. Ein weiteres Serum, das nur Toxo-IgG-
Antikorper enthielt, stammte von einem Neugeborenen.
Ein im Toxo-lgM- und -lgG-IIFT negatives Serum mit
hohem Gehalt an Rheumafaktoren (RAHA-Titer 1:640)
wurde nach Vermischung mit dem Neugeborenenserum
zur Prifung der Effektivitat des Rheumafaktor-Absorbens
benutzt. 5 Seren mit unterschiedlichem Gesamt-igM-
Gehalt, die in allen Toxo-Serotesten negativ waren, wur-
den zur Verdiinnung eines Serums mit hohem Gehalt
an Toxo-IgM-Antikdrpern fir den reversen Toxo-IgM-
ELISA verwendet. 22 weitere, ebenfalls in allen Toxo-
Serotesten negative Seren wurden im indirekten Toxo-
IgM-ELISA untersucht, ebenso 23 Seren von Patienten
mit frischer Syphilis, 10 Seren von Patienten mit hetero-
philen Antikérpern, die in der Serumkontrolle des TPHA-
Testes positiv und im FTA-ABS-Test negativ waren, fer-
ner 23 Seren von Schwangeren, die zur Vorsorge einge-
sandt worden waren. Als positives Kontrollserum-fiir den
IIFT und die KBR diente ein Referenzserum aus dem Insti-
tut flr Medizinische Parasitologie der Universitat Bonn.
Alle Seren wurden bis zur Verwendung bei — 20°C aufbe-
wahrt.

Reverser Toxo-IgM-ELISA

Der reverse Toxo-IgM-ELISA wurde nach den Angaben
und mit den Reagenzien und Geraten der Firma Organon
Teknika mit Mikrotiterstreifen durchgefiihrt, die mit Anti-
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Human-IgM (vom Schaf) beschichtet waren. Die Be-
rechnung der Titer und des Grenzwertes (Cut-off) er-
folgte durch einen Computer (Microelisa Comp) auf-
grund der Extinktionswerte der Patientenseren und
der jeweils im Doppelansatz mitgefiihrten negativen,
schwach-positiven und stark-positiven Kontrollen.

Indirekter Toxo-1gG-ELISA

Der indirekte Toxo-IgG-ELISA wurde ebenfalls nach den
Angaben und mit den Reagenzien und Geraten der Firma
Organon Teknika durchgefiihrt, und zwar mit Toxo-
plasma-Antigen beschichteten Mikrotiterstreifen.

Indirekter Toxo-IgM-ELISA

Der indirekte Toxo-1gM-ELISA wurde nach den Angaben
und mit den Reagenzien der Firma Viramed nach Vorbe-
handlung der Seren mit Anti-Human-1gG durchgefiihrt,
und zwar parallel mit Toxo-Antigen und in mit Kontroll-
Antigen beschichteten Mikrotiterstreifen.

Immunosorbent Agglutination Assay (ISAGA)

Der ISAGA wurde nach den Angaben und mit den Rea-
genzien der Firma api bioMerieux mit monoklonalem An-
ti-Human-IgM (von der Maus) beschichteten Mikrotiter-
streifen durchgefiihrt.

Indirekter Immunfluoreszenztest

Der Toxo-IIFT wurde mit Toxoplasma gondii-Trophozo-
iten der Firma api bioMerieux durchgefiihrt. Als Konju-
gate wurden verwendet fir den Toxo-lIFT FITC-markier-
tes Antihuman-Globulin von der Ziege (api bioMerieux),
fir den Toxo-IgM-IIFT FITC-markiertes Anti-Human-
IgM von der Ziege (api bioMerieux) und fir den Toxo-
IgG-1IFT FITC-markiertes Anti-Human-IgG vom Kanin-
chen (DAKOPATTS). Fiir den IgM-IIFT wurden die Seren
mit Anti-Human-IgG vom Schaf (Rheumafaktor-Absor-
bens, Behring) vorbehandelt: Je 100 pl mit PBS 1:6 vor-
verdiinntes Serum wurde mit der gleichen Menge Rheu-
mafaktor-Absorbens gemischt und ber- Nacht bei 4°C
inkubiert. Nach Zentrifugation mit einer Eppendorf-Zen-
trifuge bei etwa 11000 U/min wurde der Uberstand in
PBS weiterverdiinnt.

Direkte Agglutination (DA)

Die direkte Toxoplasma-Agglutination wurde nach den
Angaben und mit den Reagenzien der Firma api bioMe-
rieux nach Vorbehandlung der Seren mit 2-Mercapto-
athanol in Mikrotiterplatten mit konischen Béden durch-
gefiihrt.

- Komplementbindungsreaktion

Die Toxo-KBR wurde nach der DGHM-Richtlinie quanti-
tativ mit Toxoplasma-Antigen vom Institut fir Medizini-
sche Parasitologie der Universitat Bonn durchgefihrt.

Untersuchung auf IgM- und IgG-Autoantikérper gegen
Mitoghondrien und Kernbestandteile (AMA und ANA)

Die ‘Untersuchung einiger Seren auf AMA und ANA
wurde mit der indirekten Immunfluoreszenz nach den An-
gaben und mit den Reagenzien der Firma BIOSIGMA
durchgefiihrt. Als Antigene dienten Rattennierenschnitte
und hEp-Zellen. Das Anti-lgM-Konjugat stammte von
der Firma api bioMerieux.
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Bestimmung des Immunglobulingehaltes der Seren

Der Gehalt der Seren an IgM, IgG und IgA wurde durch
radiale Immundiffusion in HC-, Nor-, S- und LC-Parti-
gen-Platten (Behring) bestimmt.

Vorbehandlung der Seren mit Aerosil 200

Einigen Seren mit hohen unspezifischen Extinktionswer-
ten im indirekten IgM-ELISA wurde zur Ausschaltung
von Stérungen durch Lipoproteine 30 mg Aerosil 200
(Degussa) pro ml zugesetzt (32, 36, 38). Nach vierstiin-
digem Schiitteln auf einem Rotationsschiittler bei Raum-
temperatur wurden die Seren bei etwa 11 000 U/min zen-
trifugiert. ‘

Vorbehandlung der Seren mit Gewebepulver

Einige Seren wurden zur Absorption von Autoantikdrpern
mit Gewebepulvern vorbehandelt. Je 100 mg Leberpul-
ver (Merck, Art.-Nr.5347) bzw. Nierenpulver (Paul-Bun-
nell-Davidsohn-Antigene, api bioMerieux) wurden in
1,0 ml Verdiinnungspuffer (Viramed), dem 50 ul 10%iges
Rinderalbumin zugesetzt war, fir eine Stunde bei 37°C
vorinkubiert, um den Verlust spezifischer IgM-Antikérper
durch Adsorption an die Pulver einzuschrénken (41). Da-
nach wurden die Seren jeweils 1:40 mit diesem Absorp-
tionsmedium verdiinnt und eine Stunde bei 37°C und
tber Nacht'bei 4°C inkubiert.

Ergebnisse

Abhéngigkeit der Sensitivitat des reversen
Toxo-IgM-ELISA vom Gesamt-lgM-Gehalt der Seren

Das Serum eines Patienten mit frischer Toxoplasmose und
sehr hohem Titer an Toxo-IgM-Antikérpern (1:12800 im
quantitativen Versuchsansatz des reversen IgM-ELISA)
wurde mit drei Seren ohne Toxo-Antikérper und unter-
schiedlichem Gesamt-IgM-Gehalt im Verhaltnis 1:4 ge-
mischt, so daR die drei Mischseren B, C und D zwar die
gleiche Konzentration an Toxo-lgM-Antikorpern, aber
unterschiedliche Konzentrationen an Gesamt-igM (90,
230 bzw. 430 mg/dl) aufwiesen. Zum Vergleich wurde
das positive Serum A auch mit PBS 1:4 verdiinnt. Die
Extinktionswerte und die vom Computer errechneten Titer
dieser Seren differierten trotz gleichen Toxo-lgM-Anti-
korpergehaltes betrachtlich, d.h. sie sanken in klarer Ab-
hangigkeit vom Gesamt-lgM-Gehalt (Abb.1). Diese Sto6-
rung verlor an EinfluB, wenn die Seren mit PBS weiterver-
dinnt wurden. Infolgedessen liefen die Titrationskurven
facherformig aufeinander zu (Abb.2), und die vom Com-
puter errechneten Titer unterschieden sich — bei Bertick-
sichtigung der jeweiligen Verdinnungsstufe — immer
weniger von dem ,,wahren” Titer von 1:3200, der durch
Weiterverdiinnung des mit PBS 1:4 vorverdiinnten posi-
tiven Ursprungsserums A gemessen worden war (Tab.1).
Durch Weiterverdiinnung der drei Mischseren B, C und
D mit drei Seren ohne Toxo-Antikérper und mit jeweils
gleichem Gesamt-IlgM-Gehalt wurden die Verdnderun-
gen der Extinktionen simuliert, wie sie sich nach einer
Infektion ergeben wiirden, wenn die Konzentration der
Toxo-lgM-Antikorper — bei etwa gleichbleibendem Ge-

samt-IgM — jeweils um die Halfte abnehmen wiirde.

(Abb.3). Schon nach der ersten Halbierung des Toxo-
IgM-Antikdrpergehaltes sanken die Extinktionswerte der
Seren mit hohem Gesamt-IgM — C und D — unter die
Cut-off-Linie, obwoh! in diesen Verdiinnungen noch
recht hohe Konzentrationen an spezifischen IgM-Anti-
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Abb. 1: Extinktionswerte des reversen Toxo-IgM-ELISA von vier
Seren mit gleichem Gehalt an Toxo-IgM-Antikérpern, aber un-
terschiedlichem Gehalt an Gesamt-IgM (in Klammern: vom
Computer errechnete reziproke Titer)

Serumverdiinnung
mit PBS

ol

(] 2 4 8 16 32 64 128

Abb.2: Extinktionswerte des reversen Toxo-IgM-ELISA von den
vier mit PBS weiterverdiinnten Serenri A, B, C und D (s. Abb. 1)
mit gleichem Gehalt an Toxo-IgM-Antikorpern, aber unter-
schiedlichem Gehalt an Gesamt-IgM (A = 60, B = 90,
C = 230, D = 430 mg/dl)
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korpern vorhanden waren, wie die Werte der zum Ver-
gleich mitgefihrten PBS-Verdiinnungsreihe des Ur-
sprungsserums A zeigen. Der mit denselben Verdiin-
nungsstufen durchgefiihrte ISAGA hatte zwar zunéchst
noch hohe Titer, machte aber im Verlaufe eines einzigen
Verdiinnungsschrittes einen Titersturz von 1:1600 auf
unter 1:100 — also in die Negativitdt — durch (Abb.4).
Hingegen zeigte der durch Anti-Human-IgG-Vorbe-
handlung des Serums modifizierte Toxo-IgM-IIFT — in
Abb.4 invers eingetragen — einen den Verdiinnungsstu-
fen entsprechenden gleichmaBigen Titerabfall. Auch bei
den Verlaufskontrollen eines Patienten mit Lymphadenitis
toxoplasmotica und mit einem Gber ein Jahr lang erh6h-
ten Gesamt-lgM-Gehalt von etwa 200 mg/dl wurde der

Serumverdiinnung
mit negativen Seren

o 2 4 8 16 32 6
Abb. 3: Extinktionswerte des reversen Toxo-IgM-ELISA der mit
negativen Seren gleichen Gesamt-IgM-Gehaltes weiterverdiinn-
ten Seren B, C und D sowie des zum Vergleich mit PBS weiterver-
diinnten Serums A

Tab. 1: Verhéltnis der fir die einzelnen Verdinnungsstufen des
Mischserums C errechneten Titer des reversen Toxo-IgM-ELISA
zum durch Weiterverdinnung des Ursprungsserums A gemesse-
nen Titer von 1:3200

Verdiinnungs- errechneter Verhiltnis des
stufe des reziproker errechneten zum
Serums C Titer gemessenen Titer
0 200 1:16
2 200 1:8
4 100 1:8
8 100 1:4
16 ~ 100 1:2

reverse [gM-ELISA als erster negativ (Abb.5). Der ISAGA
und der IgM-IIFT hatten zu diesem Zeitpunkt — etwa 37/,
Monate nach der Erstuntersuchung — noch Titer von
1:3200 bzw. von 1:48.

Ein kurze Zeit nach der letzten Untersuchung an Hirn-
Toxoplasmose verstorbener HIV-infizierter 31jéhriger Pa-
tient, der im April 1987 noch in allen Toxo-Serotesten
negativ gewesen war, hatte am 6. 10. 1987 erhéhte Titer
in der KBR, im {{FT und in der direkten Agglutination, war
aber im reversen IgM-ELISA negativ (Tab.2). Der ISAGA
zeigte hingegen Toxo-lgM-Antikorper mit einem Titer
von 1:1600 an. Der Gesamt-lgM-Gehalt war zu diesem
Zeitpunkt stark erh6ht, er betrug 618 mg/dl. Kurz vor dem
Tode sank das Gesamt-IgM auf 370 mg/dl, und der re-
verse IgM-ELISA wurde mit einem Titer von 1:100
schwach-positiv.

Optimierung des indirekten Toxo-IgM-IIFT
durch Vorbehandlung der Seren mit Anti-Human-IgG

Zur Prifung der Effektivitat der IgG-Entfernung durch
Anti-Human-IgG wurde das Serum eines Patienten mit

rezipr. Titer des ISAGA und errechneter rezipr. Titer des reversen
Toxo-IgM-ELISA

6400
3200
1600
800
400
200

100

32 Serumverdinnung

12
24

48

6 IIFT
rezipr. Titer des Toxo-IgM-IIFT

Abb.4: Ergebnisse des ISAGA, des reversen Toxo-IgM-ELISA
sowie des Toxo-IgM-IIF-Testes mit Serum C, das mit. einem
negativen Serum gleichen Gesamt-IgM-Gehaltes verdiinnt
wurde

Tab.2: Ergebnisse (reziproke Titer) verschiedener Toxo-Seroteste — der KBR, des indirekten Immunfluoreszenztestes (IIFT), der
direkten Agglutination (DA), des Inmunosorbent Agglutination Assay (ISAGA) und des reversen und indirekten IgM-ELISA — sowie
Gesamt-IgM-, Gesamt-1gG- und Gesamt-IgA-Gehalt (mg/dl) im Serum bei einem an Hirn-Toxoplasmose erkrankten HIV-infizierten

Patienten
Eingangs- KBR NFT DA ISAGA reverser indirekter Gesamt- Gesamt- Gesamt-
datum _ IgM-ELISA IgM-ELISA IgM IgG IgA
23.04. 87 ? ? -0 -0 0] [} 425 2260 529
6.10. 87 40 4096 5120 1600 2 (0] 618 2650 445
22.10.87 40 4096 5120 1600 100 2 370 2340 406
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Lymphadenitis toxoplasmotica verwendet. Beim unbe-
handelten Serum blockierten die in hoher Konzentration
vorhandenen Toxo-1gG-Antikdrper die Bindung der To-
xo-lgM-Antikérper, soda der Toxo-IgM-IIFT in der er-
sten Verdlinnungsstufe nur ein grenzwertiges Ergebnis
brachte (Abb.6). Nach der Behandlung des Serums mit
Anti-Human-1gG (Rheumafaktor-Absorbens) zeigte der
IgG-IIFT nur.noch in der ersten Verdiinnungsstufe eine
grenzwertige Fluoreszenz, wahrend der IgM-1IFT nun
einen Titer von 1:192 hatte.

Zur Prifung der Effektivitdt der Entfernung von IgM-
Rheumafaktoren wurde das Serum eines Neugeborenen,
das nur Toxo-1gG-, aber keine Toxo-IgM-Antikorper ent-
hielt, mit einem in allen Toxoserotesten negativen Serum
mit hohem Titer an IgM-Rheumafaktoren zu gleichen Tei-
len gemischt. Der IgG-1IFT-Titer des Mischserums betrug
1:768. Vor der Behandlung mit Anti-Human-lgG war
es im Toxo-1gM-IIFT falsch-positiv mit einem Titer von
1:96, danach sowohl im Toxo-lgM- als auch im Toxo-
IgG-lIFT negativ.

Indirekter Toxo-IgM-ELISA

Alle Untersuchungen wurden nach Vorbehandlung der
Seren mit Anti-Human-1gG durchgefiihrt. Auffallend war,
daR Seren, die in den anderen Toxo-Serotesten negativ
waren, in der Regel recht hohe Extinktionen hatten, die
bis 0,8 reichten. Die nach Vorschrift des Herstellers er-
rechneten Cut-off-Werte lagen so hoch, daR geringere
Konzentrationen von Toxo-IgM-Antikérpern mit diesem
Testsystem noch schlechter zu erkennen waren als mit
dem reversen IgM-ELISA, wie u.a. die falsch-negativen

- Ergebnisse bei dem HIV-Patienten zeigen (Tab.2). Eine
~ Vorbehandlung der Seren mit Aerosil 200 zur Vermeidung

unspezifischer Bindungen von Immunglobulinen an die
Festphase durch Lipoproteine (34) brachte keine nen-

rezipr. Titer des ISAGA und errechneter rezipr. Titer des reversen
Toxo-lgM-ELISA

6400 :
3200
Gesamt~IgM
1600 (mg/al)
800 I 300
400 | _ Gesamt-IgM
'\\
et T TS, VO c———r 200
SA
200 IgM-EL1I!
} 100
100
s Monate nach dex
Erstuntersuchung
121
241
48
% IgH-1IFT

rezipr. Titer des Toxo-IgM-IIFT

Abb.5: Ergebnisse des ISAGA, des reversen Toxo-IgM-ELISA
und des Toxo-IgM-IIF-Testes sowie Gesamt-IgM-Gehalt von
Seren eines an Lymphadenitis toxoplasmotica erkrankten Patien-
ten zu verschiedenen Zeitpunkten nach der Erstuntersuchung

nenswerte Abnahme dieser unspezifischen Extinktionen.
Die Werte der parallel mit Kontroll-Antigen durchgefiihr-
ten Teste lagen dagegen generell sehr niedrig — in der
Regel unter 0,1, meistens unter 0,05.

Seren von 23 Syphilitikern wiesen einen héheren Mittel-
wert der Extinktionen auf als 23 im gleichen Ansatz unter-
suchte Seren von Schwangeren etwa gleichen Alters, die
als Kontrollgruppe dienten, wenn auch der Unterschied
nicht signifikant war. 4 der 23 im IgM-IIFT und ISAGA
negativen Syphilitikerseren waren im indirekten Toxo-
IgM-ELISA positiv, aber nur eines von 23 Schwangeren-
seren. Allerdings war auch dieser Unterschied im Chi-
Quadrat-Test mit Yates-Korrektur nicht signifikant. Inter-
essanterweise ergab sich aber eine Signifikanz fir die
Unterschiede der Extinktionen (P < 0,02) und der Positi-
ven-Quoten (P < 0,01) im indirekten Toxo-1gG-ELISA.

Von 6 bisher mit der indirekten Immunfluoreszenz auf
IgM-" und 1gG-Autoantikorper untersuchten Seren mit
unspezifisch erh6hten Extinktionen zeigten 5 — darunter
2 Syphilitikerseren — mit Anti-lgM- und Anti-IgG-Kon-
jugaten in Rattennierenschnitten und in hEp-Zellen eine
deutliche cytoplasmatische feinkérnige Fluoreszenz, wie
sie fur antimitochondriale Antikorper typisch ist.

5 der 10 Seren von Patienten mit heterophilen Antikor-
pern, die in einem weiteren Ansatz zusammen mit den 23
Schwangerenseren im indirekten IgM-ELISA untersucht
wurden, waren positiv (Tab.3). Die Positiven-Quoten
der Kollektive unterschieden sich damit signifikant,
die Mittelwerte der Extinktionen sogar hoch signifikant
(P < 0,001). Im indirekten 1gG-ELISA waren hingegen
keine signifikanten Unterschiede zu beobachten.

rezipr. Titer des Toxo-lgM-bzw. IgG-IIFT

3072 A
1536 4
768 4
384
192 4
96 4
48 -

24 +

12 4

IgM 1gG
nach Behandlung
mit RF-Absorbens

Abb. 6: Beseitigung der kompetitiven Hemmung der Toxo-IgM-

IgM

1gG
ohne Behandlung
mit RF-Absorbens

- Antikérper durch Behandlung eines Serums mit Rheumafaktor-

Absorbens (B positives Ergebnis, L] = grenzwertiges Ergebnis
des Toxo-IgM- bzw. -IgG-lIF-Testes)
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Die Vorabsorption der Seren mit Gewebepulver brachte
zwar die unspezifischen Extinktionen des indirekten To-
xo-lgM-ELISA zum Verschwinden, senkte aber auch die
Extinktionswerte von Seren mit Toxo-lgM-Antikorpern
betrachtlich.

Diskussion

Der reverse Toxo-lgM-ELISA erreicht, sofern die Vor-
schriften zur Vermeidung technisch falsch-positiver Re-
aktionen strikt eingehalten werden und F(ab’),-Konju-
gate oder konjugierte Antigene verwendet werden, einen
sehr hohen Grad an Spezifitdt und Reproduzierbarkeit (5,
8, 25, 44). Auch seine gute Praktikabilitat stellt einen
Fortschritt gegeniiber dem IgM-IIFT dar (43). Was aber
seine Sensitivitdt angeht, so zeigten sich durch die vorlie-
genden Untersuchungen die bereits von Heinz et al. (7)
und Kurstak et al. (11) erwahnten Grenzen dieses Verfah-
rens: Infolge konkurrierender Bindung des unspezifi-
schen IgM an das Anti-IgM der Festphase sind die Ex-
tinktionswerte der einzelnen Seren vom jeweiligen mola-
ren Verhdltnis des spezifischen IgM zum Gesamt-IgM
abhangig. Das flihrt dazu, daR niedrige bis mittlere Toxo-
IgM-Antikorperkonzentrationen bei hohem Gesamt-
IgM-Spiegel nicht erkannt werden (Abb.3 u. 4). Auch
wurde deutlich, daB beim reversen IgM-ELISA eine auf
den Extinktionswerten basierende Quantifizierung mittels
Eichkurven nicht moglich ist, da Konzentrationsdnderun-
gen der spezifischen IgM-Antikorper bzw. des Gesamt-
IgM stark verzerrte Anderungen der Extinktionen zur
Folge haben (Abb.1 u. 3).

Die in den Versuchen gewahlten hohen IgM-Konzentra-
tionen der Mischseren C und D von 230 mg/dl bzw.
430 mg/dl lagen im Bereich der von uns bisher bei 16
Patienten mit frischer Toxoplasmose beobachteten Va-
riationsbreite, die von 116 bis 618 mg/dl reichte — bei
einem Medianwert von 247 mg/dl. Ob dieser hohe Medi-
anwert allerdings reprasentativ ist, miite erst noch durch
Gesamt-IgM-Bestimmungen bei einem gr6Reren Patien-
tenkollektiv ermittelt werden. Dabei miiBte auch durch

Paralleluntersuchungen mit den anderen Toxo-igM-Te-
sten gepriift werden, inwieweit die hier bei Mischseren
festgestelite Sensitivitdtsminderung durch hohe Gesamt-
IgM-Konzentrationen fiir die Routinediagnostik relevant
ist. In unserem Labor haben wir vorerst nur einzelne Falle
entdeckt, bei denen der genannte Stérmechanismus sich
ausgewirkt haben kénnte. Zum Beispiel hatte das Serum
eines Patienten mit frischer Toxoplasmose zum Zeitpunkt
der Erstuntersuchung im reversen ELISA einen ebenso
niedrigen Titer von 1:200 wie das Mischserum C — bei
gleichem Gesamt-lgM-Gehalt von 230 mg/dl und bei
gleichen Titern im ISAGA von 1:6400 bzw. im IgM-IIFT
von 1:96 (Abb.4 u. 5). Bei den Verlaufskontrollen wurde
der reverse ELISA bereits nach 3, Monaten negativ, und
zwar bei den gleichen Titern von ISAGA (1:3200) und
IgM-IIFT (1:48), bei denen auch das Mischserum C ne-
gativ geworden war, d. h. etwa nach Halbierung der Aus-
gangskonzentration der Toxo-lgM-Antikorper. Das mo-
lare Verhdltnis des spezifischen IgM zum Gesamt-igM
hatte bei dieser Konstellation offenbar jenen kritischen
Wert unterschritten, von dem an die Extinktionswerte un-
ter der Cut-off-Linie liegen. Die geringfiigige gleichzei-
tige Abnahme des Gesamt-lgM-Gehaltes auf etwa
200 mg/dl konnte diese Storung nicht verhindern. Der
IgM-Verdrangungsmechanismus konnte maoglicherweise
auch die niedrigen Titer des reversen ELISA von 1:100
und 1:200 bei der Erstuntersuchung in einigen weiteren
Fallen von Lymphadenitis toxoplasmotaca mit verursacht
haben, zum Teil auch die von uns in Ubereinstimmung
mit van Loon et al. (40) beobachtete groRRe Variations-

breite der Verschwindezeit der im reversen ELISA nach-

weisbaren IgM-Antikérper. Sie reichte von 2'4, Monaten
bis tiber 15 Monate. Fiir diese retrospektiv entdeckten
Falle fehlen aber Paralleluntersuchungen mit den anderen
IgM-Testen sowie Bestimmungen des Gesamt-lgM. Ge-
legentlich wurde der vorher negative reverse ELISA wah-
rend einer Kontrolluntersuchung positiv. Einen dieser
Falle haben wir naher untersucht. Es handelte sich
um einen AIDS-Patienten mit frischer Toxoplasmose
(Tab.2). Bei ihm hatte der reverse ELISA zu einem Zeit-
punkt versagt, als der Gesamt-lgM-Gehalt einen sehr
hohen Wert von 618 mg/dl hatte. Erst nach Absinken des
IgM-Spiegels kurz vor dem Tode auf 370 mg/dl reichte

Tab. 3: Ergebnisse verschiedener Toxo-Seroteste bei 10 Patienten mit heterophilen Antikérpern und bei 23 Schwangeren

Patienten mit. Schwangere 'Ergebnisse der Signifikanzteste
heterophilen (n=23) fiir Unterschiede der Kollektive
Antikorpern (Student- bzw. Chi-Quadrat-Test)
(n=10)
IgM-Teste
Indirekter IgM-ELISA: i
Mittelwerte der Extinktion 1,054 0,484 =4,374 = sngnmkant (0,001 > P > 0,0001)
positive Befunde 5 1 = 6,94 = signifikant (0,01 > P .> 0,001)
IgM-IIFT: positive Befunde 0 0 :
ISAGA: positive Befunde 0 0
19G-Teste
Indirekter IgG-ELISA:
Mittelwerte, der Extinktion 0.374 0,309 nicht signifikant
positive Befunde 4 7 nicht signifikant
IFT: positive Befunde 4 6
Direkte Agglutination:
positive Befunde 4 6
Alter der Kollektive in Jahren:
Altersspannen 23-39 18-32
Mittelwerte 29 26
Medianwerte 27 25
386 Lab.med: 12: 386 (1988)
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das etwas verbesserte molare Verhdltnis des spezifischen
IgM zum Gesamt-IgM offenbar gerade aus, um ein
schwach-positives Ergebnis mit einem Titer von 1:100
zu ermoglichen. Der hier beschriebenen Stérung kénnte
bei AIDS-Patienten eine besondere Bedeutung zukom-
men. Denn bei ihnen kann neben dem Gesamt-IgG- und -
IgA-Gehalt auch der Gesamt-lgM-Gehalt infolge poly-
klonaler B-Zellaktivierung stark erhoht sein (12, 26, 33,
46), wahrend die Produktion spezifischer Toxo-IgM-An-
tikérper in der Regel beeintrachtigt ist (2, 13, 15). Bei
der Untersuchung von Neugeborenen diirfte es hingegen
wegen des noch sehr niedrigen Gesamt-IgM von 11 bis
35 mg/dl (37) kaum zu einer Minderung der Sensitivitat
kommen.

Obwohl die Sensitivitdt des auch nach dem IgM-capture-
Prinzip funktionierenden ISAGA (4, 30, 31) ebenfalls vom
Verhéltnis des spezifischen IgM zum Gesamt-1gM abhin-
gig ist (42), erwies sich dieser Test als deutlich empfindli-
cher als der reverse IgM-ELISA. Er war sowohl in einem
Verdiinnungsversuch_(Abb.4) als auch bei Verlaufskon-
trollen (Abb.5) und bei dem HIV-Patienten (Tab.2) noch
bei Toxo-IgM-Konzentrationen positiv, bei denen der re-
verse ELISA bereits negativ war. Seine Quantifizierbarkeit
wurde allerdings im Bereich niedriger IgM-Antikorper-
konzentrationen gleichfalls durch den IgM-Verdrdn-
gungsmechanismus gestort, was sich in einem plétzli-
chen steilen Titerabfall im Verlauf eines Verdiinnungs-
schrittes auswirkte (Abb.4), wie es auch in der Literatur
beschrieben wird (30).

Die Vorbehandlung der Seren mit Anti-Human-IgG
bringt fiir indirekte IgM-Nachweisverfahren einen erheb-
lichen Zuwachs an Sensitivitat und Spezifitat (20, 21,
47). Eigene Versuche zeigten, daR durch diese Methode
der gleichzeitigen Entfernung der konkurrierenden 1gG-
Antikorper und der IgM-Rheumafaktoren falsch-nega-
tive und falsch-positive Ergebnisse des Toxo-lgM-IIFT
recht zuverlassig ausgeschaltet werden konnen. Die Kon-
zentration der Toxo-1gG-Antikérper wurde um mehr als
das 250fache gesenkt, wodurch das molare Verhaltnis
von IgM zu IgG um etwa dieselbe GroRenordnung zu-
gunsten des IgM verandert wurde, wie es beim 19S-IgM-
HUFT durch Ultrazentrifugation oder Chromatographie mit
Ultrogel AcA34 mdéglich ist (17). Zur Vermeidung falsch-
positiver Resultate durch Rheumafaktoren ist dieses Ver-
fahren wahrscheinlich sogar besser geeignet als die Frak-
tionierungsmethoden, da die IgM-Rheumafaktoren nach
der Literatur sowie nach eigenen Untersuchungen selbst
bei sehr hohen Konzentrationen noch zuverlassig entfernt
werden (21, 47), wahrend sie nach Ultrazentrifugation
oder Saulenchromatographie unverdndert in der 19S-
IgM-Fraktion bleiben und dort bei hohen Titern spezifi-
scher 1gG-Antikorper durchaus noch storen kénnen (14,
17). Wegen des hohen Arbeitsaufwandes und wegen der
Subjektivitat der Ablesung ist der Toxo-lgM-IIFT aber
trotz der genannten Vorziige fiir Routinelaboratorien we-
nig geeignet.

Einen Fortschritt konnte vielleicht ein durch Anti-Hu-
man-1gG-Vorbehandlung der Seren modifizierter indirek-
ter Toxo-lgM-ELISA bringen, der in einem laboreigenen
Testsystem einen hohen Grad an Sensitivitdt, Spezifitat
und Reproduzierbarkeit erreichte (10, 21) und vom Prin-

zip her mittels Eichkurven quantifizierbar sein mifte. Aus

Mangel an Laborkapazitit konnte in unserem Institut vor-
erst nur ein kommerzieller Testkit auf seine Brauchbarkeit
untersucht werden. Wegen der vom Hersteller vorge-
schriebenen hohen Cut-off-Werte war seine Sensitivitat
noch geringer als die des reversen ELISA, was z.B. zu

falsch-negativen Ergebnissen bei dem Patienten mit
Hirn-Toxoplasmose fiihrte (Tab.2). Wahrscheinlich wa-
ren die Cut-off-Werte deshalb so hoch festgelegt, weil
viele in allen anderen Toxo-Serotesten negative Seren in
diesem Kit recht hohe Extinktionen hatten. Es ist moglich,
daR diese die Sensitivitdt und Spezifitit erheblich sté-
rende Hintergrundreaktivitdt auf Autoantikdrper zuriick-
zufiihren ist, welche sich an Antigene des Zellinnern der
Toxoplasmen — Kernbestandteile (24) oder Mitochon-
drien — binden, die durch Ultraschallbehandlung freige-
legt wurden. Fiir eine Beteiligung solcher Autoantikdrper
kénnte sprechen, daf Syphilitikerseren im indirekten
IgM- und IgG-ELISA hoéhere Extinktionswerte und Posi-
tiven-Quoten aufwiesen als die im selben Ansatz mitgete-
steten Seren eines Vergleichskollektivs von Schwange-
ren. Im IgG-ELISA waren sie in einem signifikant héheren
Prozentsatz (fast 80%) positiv als im 1IFT (21,7%) bzw.
in der direkten Agglutination (26,1%) und als es in
Deutschland fiir diese Altersgruppe zu erwarten ist, wo
die Durchseuchungsrate etwa dem Lebensalter entspricht
(27). Seren von Syphilitikern enthalten haufig IgM- und
IgG-Autoantikorper, und es ist wahrscheinlich, daR ein
wesentlicher Anteil der Lipoidantikérper gegen Struktu-
ren von Mitochondrienmembranen (z.B. das Cardiolipin)
wirtseigener Zellen gerichtet ist (1, 6, 16, 22, 45). Auch
die deutliche feinkdrnige Fluoreszenz mit Anti-IlgM- und
Anti-lgG-Konjugaten in Rattennierenschnitten und in
hEp-Zellen bei 5 der 6 bisher untersuchten Seren mit
unspezifisch erhohten Extinktionen 13Rt eine Beteiligung
von antimitochondrialen Antikorpern als maoglich er-
scheinen. Ferner kdonnten auch sogenannte natiirliche,
mit Determinanten der Zellmembran von Toxoplasmen
kreuzreagierende IgM-Antikorper zusatzlich eine Rolle
spielen. Denn es ist schon langer bekannt, daR solche
natirlichen IgM-Antikérper als ,,polare Faktoren” den
IFT storen konnen, ebenso den direkten Agglutinations-
test (3, 9). Sie sind-gegen verschiedene Antigene der
Zellmembran von Toxoplasmen gerichtet (28). Der hohe
Mittelwert der Extinktionen bei 10 Patienten mit hetero-
philen Antikorpern (Tab.3) und die hohe Positiven-
Quote dieses Kollektivs von 50% lassen vermuten, daf’
sich auch Forssman-Antikorper an Epitope der Toxo-
plasma-Zellmembran binden kénnen. Vielleicht sind sie
sogar mit den natirlichen Antikorpern identisch.

Zur Optimierung des indirekten Toxo-lgM-ELISA, d.h.
zur Erhéhung seiner Spezifitait und — infolge der dadurch
ermoglichten Senkung der Cut-off-Linie — auch der
Sensitivitat sind theoretisch zwei Wege moglich, und
zwar die Vorbehandlung der Seren mit Gewebepulver
(41) oder die Verwendung von gereinigten Antigenkom-
ponenten von Toxoplasma gondii, wie sie bereits im re-
versen IgM-ELISA eingesetzt werden (14). Da die Vorab-
sorption mit Gewebepulver nach eigener Erfahrung die
Sensitivitat durch unspezifische Adsorption von Toxo-
IgM-Antikorpern erheblich beeintrachtigen kann, sollte
der zweiten Methode der Vorzug gegeben werden. Vor-
aussetzung ist allerdings, daBl nur solche Antigen-Kom-
ponenten zur Beschichtung verwendet werden, an die
sich keine natliirlichen, kreuzreagierenden Antikoérper bin-
den (28). Ideal wire es, wenn solche definierten spezifi-
schen Proteine gentechnologisch produziert werden
kénnten, wie z. B. die rekombinanten Antigene, die bereits
im indirekten HIV-ELISA zur Anwendung kommen.
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Forschung fir innovative Produkie

Anh ds DNA Anhkorper slcher besilmmen ‘
. Anti-ds-DNA Antikérper gehdren disseminatus ( SLE) vorund gehéren  Da-Anti-Doppelstrang DNS-Antikér-

. zuden Laborpardmetern mit -~ deshalb neben einem Nachweis _per-auch bei'negativem ANA-Test

. hohem Krankheltsaussagewert, . von antihukiedirén Antikérpern vorkommen koénnen, solite der

| -Sie kommen fast ausschlieBlich " (ANA) zu.den revidiertén Kriterien - Test paraliél zum ANA durchgefuhrr
fﬂr eine diggnastisc icherung. werden ’

| beim Lupus erythematodes

) Tesfkrr-Chqrakferis’rlk:
shohe Spezifitéit (>96%)
skeine Kreuzreaktionen mit
_ ssDNA- Antikérpern
- e@infachie Durehfihrung -
‘.shohe Reproduzlerbcrkenf
- eklelne MeBreinen (6 x 16) mo.llch
ehohe Stabilitat.der Reagenzien
ogeeicht auf WHO-Standard (Wo 80)
ogerlnge§ Probenvolumen .
s ‘-Meabereich 25 200 Elnhelteh/ml :
.. onegaﬂv/posiﬂv-Tesfkon’rrollen ) .
eNachwelsgrenze ca. 5 Einheiten/mi

0.D. { Einheiten/ml
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T || ST
% % 10 20 12345678
Elnhelten/ml ' Blutentnahmen | *

. 4Elchkurve mH den. An’n—ds-DNA Antl- .
irn Kit enthaltenen kérper: Verlauf °
Komponenten . des Titers bel einer
o ~. SLE-Patientin
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PRCBEN ist én Tecm von W:ssen- - "logle. Mlkrob’iologié Immunoto- PRGSEN Biofechnik GmbH ,
schafiiern aus der molekular- 2 gle und Biocternie ein-mit A im Neuenheimer Feld 519

und zellbiologischen Forschung,”  beltsschwerpunkfen im human- . .Technélogiepark =

die neue Reagenzieri, Subston-. - medizinischen Bereich.. .~ D-6900 Heidelberg i

zen und Testverfahren f(r die Dia- . Das Ergebnis ist eln standig ... - fon: 06221 / 40 35_0 R
gnostik und Therapie entwickeln. ' wachsendes Programm: mit - - Teléfon: A A

PRGSEN setzt Methoden der - “Inzwischen mehr als 50 Produkt- Telex: 4 61124 - S
Bakteriengenetik, Molekularbio- - ‘enfwickiungen. - _Telefax: 0622!/4035 35 ‘

N 2

IndustriestraBe 12 - D-4284 Heiden /Westf.
Telefon 02867/8083 + 8477
Telefax 8477, Telex 813423

Exklusivvertrieb fur die Bundesrepublik: l-D Labor Diagnostika GmbH




PHOTOMETRISCH ACE COLORIMETRIC
ANGIOTENSIN CONVERTING ENZYME

© Antrieb und alle Funktio-
nen elektronisch geregelt
oder geschailtet.

0O Drehzahlstabil von
500-2500 1/min.

© Einfaches und schnelles
Arbeiten garantiert.

© Robuste und funktio-
nelle Ausfiithrung
auch fiir den harten
Laboreinsatz.

0 IKA®- denkt fiir
seine Kunden.

IM §i

QUANTITATIVE BESTIMMUNG VON ACE
ERUM

ZUR SARCOIDOSE DIAGNOSTIK UND ZUR
THERAPIEUBERWACHUNG BE! HYPERTONIE:

T

PHOTOMETRISCH - deshalb geringer apporativer
Autwvand

SCHNELL — rasche Ergebnisse ber kleinstem
Arbeitsautwand

KOSTENGUNSTIG — minimale Testkosten durch
memodnsche E!msenz. nur 1 Konuoue
pro Ti i
pro Kit sind quhcn GuBerst
oftraktiver Kit-Preis

SICHER — hohe Sensitivita!, geringe
Fehlermdglichkeiten

VERGLEICHBAR — durch konstante Umrechnungs-
faktoren zu anderen Verfahren

GEBRAUCHSFERTIG — kompletter Sotz bereits in Lésung

befindlicher Reagenzien
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FRESEEL

GmbH & Co

BIOCHEMIKA - DIAGNOSTIKA - PHARMAZEUTIKA

Borsigallee 6 -Postfach 6303 47 -6000 Frankfurt (Main) 63
Telefon (069) 422097 - Telex 413202 paesl d
Telefax (069) 423084

1

C. A.Greiner und S6hne
GmbH & CoKG

Maybachstrale

D-7443 Frickenhausen
Telefon 07022/501-0
Telex 7267 788

Telefax 07022/501-514

Mit Seren und Zellkulturme-
dien bietet GREINER nunmehr
neben den bewihrten Kunst-
stoffprodukten ein komplettes
Programm fiir den Einsatz bei
Zell- und Gewebekulturen an.

Hyclone® Definierte Seren sind
als fetales Rinderserum, bovi-

nes Kilberserum und Pferde-

serum erhiltlich.




