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Anwendbarkeit eines polyklonalen Antiserums
fur den immunhistochemischen Nachweis von
Pneumocystis carinii in bronchoalveolarer Lavage (BAL)

Applicability of a Polyclonal Antiserum for the Immunohistochemical Detection
of Pneumocystis carinii in Bronchoalveolar Lavage (BAL)
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Die Diagnose einer Pneumocystis-carinii-Pneumonie
wird durch den direkten Nachweis des Erregers in Patien-
tenmaterial (liberwiegend BAL) mittels konventioneller
Farbungen gestellt. Die Schaffung immunhistochemi-
scher Nachweismethoden mit monoklonalen oder poly-
klonalen Antikérpern (1—3) wurde angestrebt. Diese
Techniken mussen weiter verbessert werden, um in der
Laboratoriumsdiagnostik der Pneumocystose eingesetzt
werden zu kénnen.

Wir haben dieses Ziel weiterverfolgt. Menschliche infi-
zierte Lunge wurde homogenisiert (Abb. 1 a), mit Pronase
(Serva) inkubiert und in einer Saccharose-Gradien-
tenzentrifugation aufgetrennt (3). Der 36%-Gradient
enthalt am meisten Zysten und wurde 3mal mit PBS
pH 7,2 gewaschen (Abb.1b). Es wurden 2 Kaninchen
(Neu Seeldnder) mit je 2 Mio. Zysten als gel6stes Antigen
immunisiert (4mal alle 6 Tage eine Viertelportion mit
Freudschem Adjuvans). Das Serum mit dem hdéchsten
Titer (1:1280, 2 Wochen nach Immunisierung) wurde fiir

den indirekten Immunfluoreszenztest (IIFT) verwendet .

(Serum 1:20 verdiinnt; Konjugat: FITC Anti-Rabbit IgG
(H+L), Miles). Dafiir wurde die BAL zunachst auch mit
Pronase behandelt, danach 1mal (wie oben) gewaschen,
auf Objekttrager aufgetragen, luftgetrocknet und in Me-
thanol fixiert.

Die Zysten stellten sich typischerweise zusammengebalit
ohne stérende unspezifische Reaktionen als kraftig fluo-
reszierende ovale Gebilde dar (Abb.2b). In einer Grocott-
gegenfarbung konnten die identischen Zysten nachge-
wiesen werden. Die Ergebnisse dieses IIFT korrelierten
bei einer vorldufigen Untersuchung von 15 BAL mit de-
nen der Grocottfarbung. Eine leichte Kreuzreaktion mit
Pilzen in nur einem Fall erschwerte die Beurteilung nicht,
weil sie sich fluoreszenzoptisch viel schwicher und mor-
phologisch anders darstellte (Hyphen!). Bemerkenswer-
terweise kommt die Antigen-Antikorper-Reaktion nur
nach Inkubation des gesuchten Antigens mit Pronase zu-
stande (Abb.2a und b).

Die Extraktion der Zysten aus der Lunge gelingt ohne
Anwendung von Enzymen nicht (4). Der Effekt der Pro-
nase auf das Antigen ist als nachteilig beschrieben wor-
den (4). Wir haben dieses Enzym in einer Minimalkonzen-
tration angewandt, so daR Herstellung und Immunigeni-
tat des Antigens gewadhrleistet waren. Die enzymatische
Behandlung des Untersuchungsmaterials verhindert
einerseits unerwiinschte Fluoreszenz, andererseits wer-
den gesuchte Epitope der Erregeroberfliche giinstig be-
freit oder biochemisch verdndert, so daR der Antikorper
das Antigen hochspezifisch wiedererkennt. Die vorlaufi-
gen Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dal dieses polyklo-
nale Antiserum auf Grund dieser Enzymmethode durch-
aus mit monoklonalen Antikérpern konkurrieren kann.
Wir sind dabei, diesen Immunfluoreszenztest mit Absorp-
tionsversuchen und umfangreicherem Untersuchungs-
material zu erproben und zu verbessern, um ihn in unse-
rer Routinediagnostik einflihren zu knnen.
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Abb. 1: Grocottfarbung, 580 x . a) Lungenhomogenat mit Zysten
von P. carinii, b) daraus hergestelltes gereinigtes Antigen, mit
dem immunisiert wurde, um das polyklonale Antiserum herzu-
stellen (hier Silberimpragnierung zwecks Kontrasterh6hung fiir
die Zéhlung stérker)
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Abb. 2: IIFT mit polyklonalen Antikérpern, 580 x. a) BAL ohne
Pronase, im Préparat nur eine Zyste nachweisbar (links oben),
unspezifische Fluoreszenz, b) die im selben Untersuchungsmate-
rial nach Pronaseinkubation entféllt. Die Zysten sind jetzt darge-
stellt .
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