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Zusammenfassung:
Die Validität eines Antigen-ELISA zum Nachweis von Pneumocystis carinii in provozierten Sputen und Bron-
chiallavages wurde mit kommerziellen indirekten Immunfluoreszenztests verglichen. Pneumocystis carinii
konnte in 42 von 129 induzierten Sputen im indirekten Immunfluoreszenztest und in 47 von 129 Sputen im An-
tigen-ELISA nachgewiesen werden. In 12 von 13 Bronchiallavages konnte mit beiden Techniken die Diagnose
einer Pneumocystis carinii-Pneumonie bestätigt werden.
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Summary:
The validity of antigen-ELISA for detecting Pneumocystis carinii in induced sputa and bronchoalveolar lava-
ges was compared to commercial indirect fluorescent-antibody assays. Pneumocystis carinii was found in 42
of 129 induced sputa by indirect immunofluorescence assay and in 47 of 129 sputa by ELISA. The diagnosis
of Pneumocystis carinii pneumonia was verified in 12 of 13 bronchoalveolar lavages with both detecting pro·
cedures.
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Einleitung
Pneumonien durch Pneumocystis carinii (PC) sind eine
häufige Infektion bei Patienten im Vollbild AIDS. Für die
Prognose und zum Ausschluß anderer Infektionen ist ent-
scheidend, daß die Diagnose PC-Pneumonie möglichst
frühzeitig gestellt wird (1, 2).
Der Erreger kann derzeit am sichersten im Material einer
bronchoalveolären Lavage oder am Biopsiepräparat
nachgewiesen werden (3), während nichtinvasive Verfah-
ren, z. B. die Untersuchung von induziertem Sputum mit
konventionellen Färbeverfahren lediglich eine diagnosti-
sche Sensitivität von etwa 50% erreichen (4, 5).
Für die Laboratoriumsdiagnostik ist der Nachweis von
PC-Zysten entscheidend. In der Regel wird das Untersu-
chungsmaterial mit Silbermethenamin nach Grocott oder
mit Giemsalösung gefärbt (6). Bei geringer PC-Besied-
lung kann der zeitliche Aufwand erheblich sein; zudem
besteht die Möglichkeit Zysten mit Pilzen zu verwech-
seln. Mit immunzytochemischen Nachweisverfahren
konnte die diagnostische Treffsicherheit verbessert wer-
den. Die Überlegenheit von indirekten Immunfluoreszenz-
tests (IIFT) mit monoklonalen oder polyklonalen Antikör-
pern gegenüber den konventionellen Färbemethoden
wurde inzwischen durch mehrere Untersuchungen bestä-
tigt (7, S, 9). Da gerade die eingeschränkte Fähigkeit der
HlV-Infizierten, Antikörper zu bilden, serologische Tests
allgemein schwer interpretierbar macht und speziell der

serologische Nachweis von PC-Antikörpern beim HIV-be-
dingten Immundefekt nur eine geringe Sensitivität er-
reicht (10), wurde ein Enzymimmunassay zum Nachweis
von PC-Antigen entwickelt und seine Effizienz mit kom-
merziellen IIFTs verglichen.

Material und Methoden
Insgesamt wurden 163 Proben untersucht: 129 induzierte
Sputen und 13 bronchoalveoläre Lavages von 48 Patien-
ten mit HIV-Infektion, elf induzierte Sputen von Patienten
mit Malignomen unter Polychemotherapie sowie zehn
Sputen von gesunden Probanden. Sputum wurde durch
Verneblung von 3% NaCI-Lösung (15 min, Devilbiss Ultra-
neb 99) provoziert (5, 11); die Verflüssigung der Proben
erfolgte durch Zugabe von Dithiothreitol (Sputasol,
Oxoid Ld., England) im Verhältnis 1:1 (15 min, 37°C). Die
Lavageproben (20 ml) wurden mit 2500 g 10 min zentrifu-
giert und das „Pellet" in 2 ml PBS-Tween 20 0,05% su-
spendiert.
Die Immunfluoreszenz-Untersuchungen der Proben (je-
weils 200 \; Cytospin 800 Upm; 5 min) wurden mit kom-
merziell erhältlichen IIFTs der Firmen Biosigma (Mün-
chen) und Progen (Heidelberg) nach Angaben der Her-
steller durchgeführt. Positiv wurde eine Probe bewertet,
wenn mindestens vier apfelgrün fluoreszierende Zysten
nachgewiesen werden konnten.
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Der Nachweis von PC-Antigen erfolgte nach dem konven-
tionellen „Sandwich"-Prinzip. Die verwendeten polyklo-
nalen anti-PC Antiseren von Kaninchen und Maus hatten
einen IF-Titer von 1:640; sie sind überwiegend gegen ei-
nen für die Zystenwand spezifischen, hitzestabilen Kohle-
hydratbestandteil gerichtet, welcher durch Glucanase zer-
stört wird, und zeigen keine Kreuzreaktion mit Candida
albicans, Cryptococcus neoformans und Toxoplasma
gondii (9).
Im Test wurden 100 \ anti-PC-Antiserum vom Kaninchen
(Verdünnung 1:1000, in 0,1 M NaHCO3, ph 9,4) an Mikroti-
terplatten bei 4°C 16 h adsorbiert. Nach Waschen mit
PBS-Tween 0,05% wurden die Sputen (je 100 ; unver-
dünnt, 1:5 und 1:10 mit PBS-Tween 0,05% verdünnt) 2 h
bei 37 °C inkubiert, erneut gewaschen und Maus-anti-PC-
Antiserum (je 100 \; 1:1500 in PBS-Tween 0,05%) 2 h
bei 37 °C zugesetzt. Wiederum nach Waschen erfolgte die
Inkubation des peroxidasemarkierten Kaninchen-anti-
Maus-IgG (100 ; Verdünnung 1:1000; 2 h bei 37°C;
Dako Diagnostika GmbH, Hamburg). Der Substratumsatz
wurde mit 50 2 M H2S04 nach 30 min (20°C) gestoppt.

Ergebnisse
Als „cut of line" des ELISA's wurde der doppelte Extink-
tionsmittelwert (E) von 10 Sputen gesunder Probanden
gewählt; dieser Wert betrug 0,106. Alle Testansätze wur-
den als Doppelwertbestimmungen durchgeführt; jede
Probe wurde mindestens zweimal untersucht, grenzwer-
tige Ergebnisse mit Extinktionswerten < 0,150 wurden
dreimal geprüft. Die Resultate waren gut reproduzierbar,
die Abweichung vom Meßwert des ersten Testansatzes
betrug maximal 20%. Bei zweijnduzierten Sputen von
HIV-Patienten ergab sich zunächst eine positive, bei Wie-
derholung jedoch eine negative Reaktion. Diese Sputen
wurden als negativ befundet.
Der PC-ELISA war bei zehn von elf Patienten mit Maligno-
men unter zytostatischer Therapie negativ, während der
IIFT bei allen elf Patienten negativ ausfiel.
Bei 39 der 48 Patienten mit HIV-Infektion bestand eine Er-
niedrigung der zirkulierenden Helfer-T-Zellen unter den
kritischen Wert von 200 CD 4+ Zellen/ . Alle diese Pa-
tienten standen unter einer Inhalationsprophylaxe mit
150 mg Pentamidin in 14tägigen Abständen (12).
Bronchiallavages wurden bei 13 Patienten durchgeführt;
dabei konnte in zwölf Fällen sowohl im ELISA als auch im
IIFT die klinische Verdachtsdiagnose einer PC-Pheumonie
bestätigt werden. Bei dem Patienten mit negativem Re-
sultat wurde eine Pneumokokkenpneumonie nachgewie-
sen; zwei Monate später wurde eine Lungentuberkulöse

Tab. 7: Häufigkeit des Nachweises von Pneumocystis carinii im
provozierten Sputum von HIV-Patienten mit Hilfe des IIFT und
des Antigen ELISA

Sputumprovokationen
pro Patient

Patienten posi t iver Nachweis
IIFT/ ELISA/

Probenzahl Probenzahl

1
2
3
4
5
6
7

19
8

10
1
4
4
2

8/19
6/16
12/30
2/4

3/20
6/24
5/14

9/19
7/16
13/30
2/4
2/20
7/24
7/14

48 42/129 47/129

diagnostiziert. In den Überständen der vorbehandelten
Bronchiallavages ist offensichtlich ausreichend PC-Anti-
gen gelöst; zehn dieser Überstände wiesen Extinktions-
werte größer als 0,3 auf.
Die Sputumprovokation erfolgte überwiegend als Ver-
laufskontrolle unter Pentamidininhalation. An einer mani-
festen PC-Pneumonie waren 17 Patienten erkrankt In den
Sputumproben von HIV-Patienten gelang der PC-Nach-
weis 42mal im IIFT und 47mal im ELISA. In Tabelle 1 sind
die Ergebnisse im IIFT sowie im ELISA zusammenfas-
send dargestellt.
Unerwartet konnte durch wiederholte Untersuchungen
bei vier von neun Patienten mit T-Helferzellzahlen über
200/ , eine vorübergehende Kolonisation des Sputums
nachgewiesen werden; einer-dieser Patienten entwickelte
eine klinisch milde verlaufende PC-Pneumonie. Von die-
sen Sputen waren vier im ELISA und drei im IIFT positiv.

Diskussion
Für die Behandlung immundefizienter Patienten mit PC-
verdächtigen Lungeninfiltraten ist ein zuverlässiges,
nichtinvasives Verfahren zur Diagnosesicherung notwen-
dig, da die Bronchoskopie mit bronchoalveolärer Lavage
oder die Lungenbiopsie (derzeit diagnostischer Standard)
mit möglichen Komplikationen, eingeschränkter Patien-
tenakzeptanz und höheren Kosten verbunden sind.
Etablierten Färbeverfahren, wie die Grocott- oder
Giemsa-Färbung, haben sich als nicht sensitiv erwiesen;
zudem besteht die Möglichkeit der Verwechslung des Er-
regers mit Pilzen. Auch den immunfluoreszenzoptischen
Verfahren mit monoklonalen und polyklonalen Antikör-
pern sind sie unterlegen (7, 9). Da bei unseren Untersu-
chungen die Toluidinblau- und Silberfärbung in einem
Teil der Fälle im Vergleich zu den leichter interpretierba-
ren IIFTs negativ ausfielen (nur 55,1 % der IIFT-positiven
Sputen waren auch in der Grocott-Färbung positiv), wur-
den im weiteren Verlauf der Untersuchungen lediglich die
Ergebnisse des IIFTs als Standard zugrunde gelegt. Bei
Festlegung der doppelten Extinktionswerte von Sputen
gesunder Probanden als „cut of line" erwies sich der
leicht durchführbare „Sandwich-ELISA" ähnlich sensitiv
wie die kommerziellen IIFT's. Vorteile des ELISA's sind
der Kostenfaktor und die Automatisierbarkeit zur Bewälti-
gung von großen Probenzahlen, während die Möglichkeit
unspezifischer bzw. grenzwertiger Resultate als Nachteile
zu werten sind. Diese können im IIFT durch Darstellung
der Zysten im Phasenkontrast oder durch Gegenfärbung_
mit Evansblau vermieden werden (Unterdrückung eineF
möglichen unspezifischen Eigenfluoreszenz der Probe).
Problematisch erwies sich auch die Tatsache, daß falsch
positive Ergebnisse nur nach vollständiger Lyse der Spu-
ten mit Sicherheit ausgeschlossen werden können. Durch
unsere wiederholte Untersuchung von Risikopatienten
haben wir auch die Erfahrung gemacht, daß die Grenzen
zwischen Kolonisation und manifester Pneumozytose
fließend sind; die Höhe der Extinktionswerte korrelierte
nicht mit der. klinischen Symptomatik. Lediglich bei Ex-
tinktionswerten > 1,0 der unverdünnten Sputen bestand
eine manifeste Pneumonie. Hieraus ergibt sich die Frage,
wie sinnvoll eine hohe diagnostische Sensitivität (d. h.
wenige Zysten in der IIFT und grenzwertige Extinktionen
im ELISA bei Verlust klinischer Relevanz) neuer Verfahren
ist. Dies dürfte in noch höherem Mgße für den in letzter
Zeit beschriebenen PC-Nachweis durch DNS-Amplifizie-
rung mit Hilfe der Polymerase-Kettenreaktion zutreffen
(13).
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