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fur die Aktivitatsdiagnostik der Syphilis

Der 19S-IgM-FTA-Abs-Test im Vergleich mit dem Syphilis-lgM-ELISA
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Zusammenfassung:

Trotz riickldufiger Trends bei den meldepflichtigen Geschlechtskrankheiten
gewinnen wegen der steigenden Zahl latenter und auch asymptomatisch
verlaufender Friihsyphilisfille die Nachweisverfahren immer mehr an Be-
deutung, mitdenen eine sichere Aktivitdtsdiagnostik betrieben werden kann.
Ein neuer Enzymimmunoassay (IgM-Capture-Test)zum Nachweis Treponema
pallidum-spezifischer IgM-Antikérper wurde mit den Ergebnissen des 19S-
IgM-FTA-Abs-Test verglichen. Fiir die Referenzmethode wurde die mittels
Chromatographie (FPLC) gewonnene 19S-IgM-Fraktion verwandt. 108 Seren
von Patienten in verschiedenen Stadien einer Syphilis wurden auf das
Vorhandensein von Syphilis spezifischen IgM-Antikorpern untersucht. Hier-
bei ergab sich in 96,3% der Fille eine Ubereinstimmung mit der Referenz-
methode. Es werden die beiden Methoden im Vergleich dargestellt und die
Probleme bei der IgM-Serodiagnostik der Syphilis erértert. Die Bedeutung
sicherer Nachweisverfahren fiir die Aktivitdtsdiagnostik wird diskutiert.

Schliisselwérter:

Syphilis — Treponema-pallidium-spezifische 19S-IlgM-Antikérper — Capture-
Syphilis-igM-ELISA

Summary:

In spite of decreasing numbers of notifiable venereal diseases there are

_ increasing numbers of latent and asymptomatic infections of syphilis for
which we need reliable tests to define the activity of the disease. A new EIA
(IgM-capture-Test) for the detection of Treponema pallidium-specific-lgM-
antibodies was compared with the results obtained by 19S-IgM-FTA-Abs-
Test. The 19S-IgM-fraction obtained by FPLC was used as the reference
method. 108 sera of patients with different stages of syphilis infection were
screened for syphilis specific IgM-antibodies. In 96.3% the new test
‘corresponded to the reference method. The two methods were compared
and the problems of IgM tests in syphilis were discussed. The significance of
reliable tests to diagnose the activity of syphilis was presented.

Keywords:
Syphilis — Treponema pallidum-specific-19S-IlgM-antibodies - capture-Sy-
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Meldedefizit in Mitteleuropa ist je nach Untersuchung
zwischen 20 und 50% anzusetzen (3, 4, 5, 6).

Angesichts steigender Zahlen in den USA (2, 6,7), insbe-

Einleitung

Der verstirkt in den 80er Jahren einsetzende riicklaufige

Trend bei den meldepflichtigen Geschlechtskrankheiten ‘gondere bei Frauen und bei der connatalen Syphilis,

zeigte sich auch in Berlin bei den gemeldeten Neu-
erkrankungen an Syphilis (1, 2). Dieser positive Effekt ist
sicher ein Ergebnis der verstarkten Pravention bei AIDS.
Statistiker gehen allerdings auch von einer erheblichen
Nichterfassung der Geschlechtskrankheiten aus. Das

sollte die Syphilisdiagnostik keineswegs vernachlassigt
werden. ‘

Die Syphilis ist nach wie vor eine epidemiologisch rele-
vante Erkrankung, deren Wiederansteigen nur durch die
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konsequente Weiterfiihrung der Erfassungs- und Behand-
lungsmaBnahmen verhindert werden kann (8).

Die klassischen klinischen Manifestationen der Syphilis
sind in den letzten Jahren seltener beobachtet worden,
wogegen die zufallig im Rahmen eines Laborscreenings
aufgedeckte Lues latens seropositiva heute die haufigste
Erscheinungsform darstellt (6, 7, 9).

Die breite Anwendung von Antibiotika wegen anderer
Indikationenin subcurativen Dosen fiihrt bei syphilitischen
Infektionen zu maskierten Verldufen, so daf3 die Patien-
ten klinisch erscheinungsfrei in die Latenzphase gelan-
gen (4). Selbstim Stadium der Friihsyphiliskdnnen bis zu
30% der Infektionen asymptomatisch verlaufen (10).

In den letzten Jahren haben daher insbesondere die
Nachweisverfahren einen héheren Stellenwert erlangt,
mit denen ein sicherer Nachweis von T. pallidum-spezi-

fischen IgM-Antikérpern gelingt und Aussagen uber die -

Aktivitdt und Behandlungsbediirftigkeit der Erkrankung
gemacht werden kdénnen.

Die Antikérper der IgM-Klasse treten als erstes Zeichen
der humoralen Immunantwort wahrend der frihen pri-
maéren Phase der Syphilis auf und sind am Ende der 2.
Woche nach Infektion nachweisbar. Mit Einsetzen der
IgG-Antikérpersynthese geht die Produktion der IgM-
Antikorper zurick (negatives Feedback).

Wahrend die Treponemen spezifischen IgG-Antikdrper
unabhangig vom Verlauf der Erkrankung persistieren,
besitzen die IgM-Antikérper eine enge Beziehung zur
Aktivitat der Erkrankung. Das Verschwinden der spezifi-
schen IgM-Antik6rper hangt vom Zeitintervall zwischen
Infektionund Therapiebeginnab und erfolgt um so schnel-
ler, je frither die Behandlung einsetzt. Es liegt zwischen 3
bis 12 (24) Monaten (4, 6, 8).

Bei der Aktivitdtsdiagnostik der Syphilis ist dem Nach-

weis Treponemen spezifischer IgM-Antikorper gegen-

Uber den Cardiolipin- oder Reagintesten wie VDRL der

Vorzug zu geben. In der friithen Infektionsphase und bei

langzeitig zuriickliegender infektionslatenter Treponema-

Lose sind antilipoidale Antikdrper nichtimmer nachweis-
ar (11).

Andererseits konnen antilipoidale Antikorper (ber die -

Ausheilung der Infektion hinaus persistieren (12, 13).

Material und Methoden

Wir untersuchten 108 unselektierte Serumproben von

Patienten in verschiedenen Stadien der Syphilis, die an -

die serologische Abteilung des Landesmedizinaluntersu-
chungsamtes Berlin mit der Frage nach Behandlungsbe-
dirftigkeit oder zur Kontrolle einer sanierend behandel-
ten Lues eingeschickt wurden.

Bei allen Seren wurde zunéchst routinemaRig eine sero-
logische Syphilis-Grunddiagnostik durchgefiihrt. Als
Suchreaktion benutzten wir den TPHA (Treponema palli-
dum-Haemagglutinations-Assay, Mast Diagnostika, Rein-
feld). Bei reaktivem Ausfall wurde der FTA-Abs-Test
(Fluoreszens-Treponema-Antikdrper-Absorptions-Test,
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Biologische Arbeitsgemeinschaft, Lich) als Bestatigungs-
test und eine quantitative Cardiolipin-Reaktion mit dem
VDRL-Test (Veneral-Disease-Research-Laboratory-Test,
Behringwerke, Marburg) angeschlossen.

Als weiterfiihrende Diagnostik zur Abklarung der
Behandlungsbedirftigkeit wurden dann die erreger-
spezifischen IgM-Antikérper mit dem 19S-igM-FTA-Abs-
Test und dem Freka-Syphilis-M-ELISA (Fresenius, Bad
Homburg), bestimmt.

19S-IgM-FTA-Abs-Test

Die Auftrennung der Seren fiir den 19S-IgM-FTA-Abs-
Test erfolgte durch Gelchromatographie. Wir fiihrten die
Trennschritte vollautomatisch miteiner FPLC-Anlage von
Pharmacia (Pharmacia LKB, Uppsala, Sweden) durch.
Fir die Abtrennung der 19S-IgM-Serumantikérper von
den 7S-IgG-Antikdrpern benutzten wir eine vorgepackte
Superose 12 HR 10/30 Saule (Pharmacia, LKB, Uppsala,
Sweden).

Die so gewonnenen IgM-Fraktionen wurden im FTA-Abs-
Test unter Verwendung eines monovalenten FITC-mar-
kierten Antihumanglobulins mitp-Kettenspezifitat (Sanofi
Diagnostics Pasteur, Freiburg) weiter verarbeitet.

Freka-Syphilis-M-Enzymimmunoassay

Der Freka-Syphilis-M-Test (Fresenius, Bad Homburg) ist
ein IgM-,,Capture-Enzymimmunoassay” zum Nachweis
von IgM-Antikérpern gegen Treponema pallidum im
Serum. Er kombiniert Fraktionierung und Test.

Immobilisierte Kaninchen-IgG-Antikérper gegen huma-
nes IgM (u-kettenspezifisch) erkennen nach Inkubation
mitverdinntem Patientenserum die Gesamtheit der IgM-
Fraktion und binden diese. Nichtgebundene Serum-
bestandteile werden ausgewaschen.

Der Ansatz wird mit dem Treponema pallidum Antigen
(Tracerreagenz) inkubiert, das sich an Treponema palli-
dum spezifische IgM-Antikérper bindet. Dieser Komplex
wird durch biotinylierte monoklonale Treponema palli-
dum Antikérper und Streptavidin markierte Meerrettich-
peroxydase konjugiert und durch das chromogene Sub-
strat Tetramethylbenzidin (TMB) sichtbar gemacht. Die
Farbintensitéat ist direkt proportional zum Anteil des an
die feste Phase gebundenen spezifischen Treponema
pallidum IgM. Die photometrische Auswertung erfolgte
mit dem Microplate reader MR 700 bei 450 nm.

Ergebnisse

Bei 108 Seren, die mit dem 19S-IgM-FTA-Abs-Test nach
chromatographischer Auftrennung der Serenin der FPLC-
Anlage untersucht wurden, zeigte sich im Vergleich mit
dem Freka-Syphilis-M-Test in 75% eine volle Uberein-
stimmung. Geringe Abweichungen in grenzwertigen
Bereichen fanden wir in 21,3%, so dal3 insgesamt von
einer Ubereinstimmung in 96,3% ausgegangen werden
kann (Tab. 1, Abb. 1). ‘

Die Pravalenz positiver Syphilis spezifischer |gM-Anti-
korper betrug in unserem Patientenkollektiv (n = 108) je
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Tab. 1: Verg]éich der Ergebnisse von 19S-IgM-FTA-Abs-Test und
Freka-Syphilis-M-Test (n = 108). .
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Abb. 1: Vergleich 19S-IgM-FTA-Abs-Test / Freka-S)'/phiIis-M-Test

nach verwendeter Methode 21,3% (19S-lgM-FTA-Abs)
bzw. 25% (Freka-Syphilis-M-ELISA).

Von den 108 Patienten in verschiedenen Stadien der
Syphilis wurden mitdem 19S-IgM-FTA-Abs 23 reaktiv, 23
grenzwertig und 62 nicht reaktiv bewertet. Mit dem Sy-
philis-M-ELISA wurden 27 positive, 6 grenzwertige und
75 negative Ergebnisse ermittelt. ) L

Diskussion

Die relativ hohe Zahl grenzwertiger Ergebnisse im 19S-
IgM-FTA-Abs-Test 148t sich in 2 Richtungen diskutieren.
Die Referenzmethode besitzt bei niedrigen Antikorper-
konzentrationen moglicherweise eine groBere Sensitivitat
als der Syphilis-M-ELISA.

Andererseits unterliegen Fluoreszenztechniken auch bei
erfahrenen Untersuchern aufgrund subjektiver Beurtei-
lungskriterien geringen Schwankungen, die gerade in
Grenzbereichen deutlich werden. Hier ermdglicht die
IgM-Diagnostik mit Hilfe des ELISA-Testsystems ein ge-
naueres Monitoring.

Das Ergebnis der Vergleichsuntersuchung beider Test-
systeme ergab mit 96,3% Ubereinstimmung ein gutes
Resultat.

Grof3e Abweichungen fanden sich nur in 3 Fallen (2,8%).
Es handelte sich dabei ausschlieRlich um Fille von Lues
latens seropositiva. Die TPHA-Titer lagen unter 1280. Die
Referenzmethode 19S-lgM-FTA-Abs-Test war nicht
reaktiv, der Syphilis-M-ELISA ergab positive Werte, die
allerdings nur gering tiber dem Cut off lagen.

Nur in einem Fall (0,9%) gab es eine sehr groRe Abwei-
chung. Hier war 19 Monate nach Therapie der 19S-IlgM-
FTA-Abs-Test noch-reaktiv und der Syphilis-lgM-ELISA
negativ. Dabei handelte es sich um das Serum eines 1978
erstmals behandelten Patienten mit Reinfektion bei
Alkoholabusus, Polytoxikomanie und verschiedenen
Virusinfektionen. Damit sind weitere Kontrollen im o.g.
Zeitraum (d.h. bis zu 24 Monaten) erforderlich.

Mit falsch negativen Befunden im Syphilis-IgM-EIA muf3
bei Reinfektionen gerechnet werden (8, 15). Lefevre et al
(15) fanden fiir den IgM-EIA eine dem 19S-IgM-FTA-Abs-
Test vergleichbare Sensitivitdat bei der Primarsyphilis
(94%), die aber bei der Sekundarsyphilis (85%), in der
Frihlatenz (82%) und bei Reinfektionen (62%) deutlich
geringer war.

Zu ahnlichen Ergebnissen kamen ljsselmuiden et al (16),
die in den friihen Stadien der Syphilis mit dem IgM-EIA
eine Sensitivitat von 93% fanden, aber im Sekundar- und
Latenzstadium sowie bei der Neurosyphilis eine vermin-
derte Sensititivat beschrieben. In diesen Fallen wird man
auf den 19S-lgM-FTA-Abs nicht verzichten kdnnen.

Nach den DGHM-Verfahrensrichtlinien (14) darf ein ne-
ggtives Resultat im 19S-IgM-FTA-Abs-Test ohnehin nur
dannim Sinne einer ausreichend behandelten oder spon-
tan geheilten Syphilis gewertet werden, wenn sich auf-
grund anderweitiger labordiagnostischer Ergebnisse oder
aufgrund fehlender klinischer Befunde kein Hinweis auf
eine aktive Syphilis ergibt.

Der Syphilis-lgM-ELISA besitzt dennoch folgende Vor-
teile:

1. Es handelt sich um eine technisch einfach und schnell
durchfihrbare Methode, die vollautomatisierbar ist.

2. Die apparativen Voraussetzungen sind geringer als
die kostenaufwendigen FPLC- oder HPLC-Verfahren,
die auch eine intensivere Einarbeitung bendtigen als
der ELISA. -

3. Die bei der Aufarbeitung der Seren auftretenden Ver-
luste an erregerspezifischen Antikdrpern werden ver-
mieden.

Auch wenn dieses Verfahren technisch und apparativ
nicht so aufwendigist, sollte die Syphilis spezifische IgM-
Diagnostik nur in groReren Laboratorien durchgefiihrt
werden, wo die fiir die Interpretation der Befunde erforder-
lichen umfangreichen Erfahrungen vorliegen.

Nach unserer Meinung ist die Indikation zur Bestimmung

*Syphilis spezifischer IgM-Antikorper weiter zu stellen, da

es zu folgenschweren Fehlentscheidungen fir die Pati-
enten kommen kann, wenn die Entscheidung lber die
Aktivitat und Behandlungsbediirftigkeit anhand eines
unvollstandigen Testprofils gestellt wird.
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