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Einleitung

Die akute Toxoplasma-Infektion bereitet dem klinisch tatigen Arzt oftmals differential-
diagnostische Schwierigkeiten, so dafB3 er bei der Diagnosefindung die Unterstltzung
durch paraklinische Befunde sucht.

In der vorliegenden Arbeit wird ein Zweiseiten-Enzymimmuntest mit monoklonalen
Antikérpern (mAK) zur Erfassung von zirkulierendem Toxoplasma gondii-Antigen
(zTgA) in Koérperflissigkeiten des Menschen vorgestellt. Dieser sogenannte Toxo-Ag-
EIA ermogiicht den Nachweis einer akuten Toxoplasmose auch zu einem Zeitpunkt, da
spezifische Antikdrper bei den Patienten noch nicht oder nur in geringer Menge gebil-
det werden.

Material und Methoden
Toxoplasma gondii

Fur die Herstellung von Antigenpraparationen wurde der RH-Stamm von Toxoplasma
gondii eingesetzt. Die Toxoplasmen wurden in Zellkulturen (7) oder im Peritonealraum
von Shoe-NMRI-Mausen gezlchtet. Zur Charakterisierung der mAK wurde weiterhin
ein fir Mause schwach virulenter zystenbildender Stamm (Han R) herangezogen.

Fiir die Uberlassung dieses Toxoplasma-Stammes bedanken wir uns bei Herrn Prof.
Dr. M. Rommel, Institut fir Parasitologie der Tierarztlichen Hochschule Hannover. Der
Stamm wurde aus einem Hausschwein gezlichtet und von uns als Han R bezeichnet.

Toxoplasma-Lysatantigen (TLA)

Durch Ultraschalldesintegration wurde aus einer RH-Tachyzoitensuspension in Dul-
becco’s PBS mit 2 X 108 Toxoplasma-Zellen pro ml und << 1% Peritonealzellen unter
Zusatz von 10 mg/l Sojabohnentrypsininhibitor (Reanal) und 0,1 mM/| Phenylmethyl-
sulfonylfluorid (Serva) ein Lysatantigen hergestelit. Danach wurde die Fliissigkeit bei
3.800 g furr 20 Minuten zentrifugiert, der Uberstand portioniert, lyophilisiert und bei 4° C
gelagert.

Monoklonale Antikorper gegen Toxoplasma gondii

Die Herstellung und Charakterisierung der mAK ist bereits beschrieben (6, 8).
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Die Hybridzellen wurden in BALB/c-Mausen expandiert und die mAK aus dem
Immunaszites durch eine zweimalige Fallung mit 47% Ammoniumsuifat und einer
anschlieBenden lonenaustauschchromatographie mit DEAE-Sephacel gewonnen. Die
Enzymmarkierung der mAK mit Meerrettichperoxidase (POD) erfolgte nach der Perjo-
datmethode (11).

Kaninchen-Antitoxoplasma-lgG

Drei Kaninchen der Rasse Weile Neuseelander mit einem Korpergewicht von etwa
3 kg wurden pro Tier mit 10® und nach vier Wochen erneut mit 10* vitalen RH-Tachy-
zoiten intravends infiziert. 30 Tage nach der Boosterung erreichte der AntikOrpertiter im
indirekten Immunfluoreszenztest Werte zwischen 10* und 4 X 10*. Die Tiere wurden zu
diesem Zeitpunkt entblutet und aus dem Serum durch Ammoniumsulfatfallung und
anschlieBender lonenaustauschchromatographie an DEAE-Sephadex A 50 die 1gG-
Antikdrper gewonnen. Diese Antikdrper wurden wie die mAK teilweise mit POD mar-
kiert und als polyklonales Bezugssystem im Toxo-Ag-EIA eingesetzt.

Patientenseren und Toxoplasmose-Serologie

Flr die Erprobung des Toxo-Ag-EIA wurden Patientenseren herangezogen, die bei kli-
nischem Verdacht auf eine Toxoplasmose bzw. zum AusschluB einer Toxoplasma-
Infektion in unserem Laboratorium zur spezifischen Antikdrperbestimmung eingegan-
gen waren.

Als Kontrollgruppe fiir den Toxo-Ag-EIA wurden 150 Serumproben von Neugeborenen
untersucht, bei deren Muttern im Verlauf der Graviditat keine Anhaltspunkte flr eine fri-
sche Toxoplasma-Infektion gefunden wurden. Die serologischen Verfahren umfa3ten
den IgG- bzw. IgM-Nachweis im indirekten Immunfluoreszenztest (IFT), in der KBR (2),
und den IgG-Nachweis in einem Enzymimmuntest (9).

Zweiseiten-Enzymimmuntest zum Nachweis von zTgA mit monoklonalen
und polyklonalen Antikdrpern

Mikrotestplatten (MPT) mit 96 Vertiefungen dienten als Festphase im Enzymimmun-
test. Durch entsprechende Vorversuche wurden die optimale Konzentrationen fir die
Antikérperbeladung der MTP und die Gebrauchsverdliinnung des Konjugates ermittett.
Als Fangantikorper fur das zTgA wurde ein Cocktail der mAK 1 B 2 und 4 F 6, als Nach-
weisantikdrper 5 B 10 markiert mit POD eingesetzt. In 20 Féllen, wo in den Patientense-
ren durch die mAK zTgA nachgewiesen wurde, erfoigte eine Serumnachuntersuchung
mit dem polyklonalen System unter Einsatz des Toxoplasma-Kaninchen-1gG.

Der Toxo-Ag-EIA wurde unter folgenden Bedingungen ausgeflihrt:

1. Adsorptive Bindung der Fangantikorper in Karbonatpuffer pH = 9,6 Uber
18 Std. bei 4° C an die MTP.

2. 3 X 3 min waschen mit je 250 pl PBS (0,15 M/I NaCl, 0,01 M/l Kalium-/Natrium-
phosphatpuffer, pH = 7,2) mit einem Zusatz von 0,05% Tween 20.

3. 50 pl unverdlnntes Patientenserum und 50 pl Konjugat in der Gebrauchsver-
ddnnung (1 : 1.000 bis 1 : 4.000), 3 Stunden 37° C.

4. wie 2.

5. 100 wl frisch bereitete Substratiésungen (1 mg/ml ortho-Phenylendiamin,
0,005% H,0O, in 0,1 M/l Na-Zitratpuffer pH 4,5), 30 min 37° C.
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6. Abstoppen der Enzymreaktion mit 50 wl 2 M/l H,SO, mit einem Zusatz von
0,1 M/l Natriumsulfit.

7. Extinktionsmessung bei 492 nm.

Um eine moglichst gleichméBige Bewertung der Testergebnisse des Toxo-Ag-EIA
erreichen zu kénnen, wurden auf jeder MTP negativ und positiv reagierende Kontrollen
mitgeflhrt.

Als negative Kontrolle diente ein Pool von 20 Patientenseren, die im IFT-IgG in einer
Verdinnung von 1 : 4 und in der KBR in einer Verdlnnung 1 : 10 negativ reagierten
sowie im Toxo-Ag-EIA Extinktionen = 0,1 zeigten. Die positiv reagierende Kontrolle
wurde durch die Verdinnung des TLA mit dem negativ reagierenden Humanserumpool
hergestellt (12 ug TLA/ml Serum).

Die Bewertungskriterien hinsichtlich des Ausfalis des Toxo-Ag-E!A sind dadurch fest-
gelegt, daB ein Patientenserum als negativ reagierend eingestuft wurde, wenn der
Extinktionsmittelwert von zwei Parallelwerten héchstens das Doppelte des Extinktions-
mittelwertes der negativ reagierenden Kontrolle (Dreifachansatz) oder weniger betrug.
Als positiv reagierend wurden Serumproben eingeschatzt, deren Extinktionsmittelwert
mindestens das Dreifache des Extinktionsmittelwertes der negativ reagierenden Kon-
trolle erreichte. Diese Proben wurden anschlieBend titriert.

Ergebnisse

Insgesamt wurden 5.171 Serumproben parallel auf Toxoplasma-Antikérper und zirku-
lierendes Toxoplasma-Antigen untersucht. Von diesen Seren kamen 4.559 als Erstein-
sendungen und 612 als Nachfolgeuntersuchungen in das Labor. Bei 257 (5,6%) der
Ersteinsendungen wurden durch den Toxo-Ag-EIA mit mAK im Serum zTgA nachge-
wiesen (Abb. 1). Diese 257 Serumproben gestatten hinsichtlich der Anwesenheit von
Toxoplasma-Antikérpern und/oder zTgA die Gliederung in drei Gruppen:

— Seren, in denen Toxoplasma-Antikdrper in groBer Menge vorlagen (IFT-IgG =
640, IFT-IgM = 20, KBR = 20) und zTgA nachweisbar war.

Die Angaben zur klinischen Symptomatik, verbunden mit den Antikrperbefunden, wei-
sen auf das Vorliegen einer akuten Toxoplasma-infektion bei dieser Personengruppe
hin.

— Seren, in denen Toxoplasma-Antikérper in niedrigen Titern (IFT-IgG =< 160,
IFT-IgM negativ, KBR = 10) und zTgA nachweisbar war.

— Seren, in denen Toxoplasma-Antikérper durch die eingesetzten Routinemetho-
den nicht aufgefunden, aber zZTgA anwesend war.

Diese Serumgruppe ist in Abbildung 2 naher aufgegliedert.

Bei den Patienten der Gruppe ohne Toxoplasma-Antikorper wurden Wiederholungsun-
tersuchungen Uber einen langeren Zeitraum durchgefihrt. Dabei waren in einer Anzahl
von Fallen mehrere Wochen bis Monate nach der ersten Untersuchung erstmalig
Toxoplasma-Antikorper nachweisbar (Tab. 1).

Die im Toxo-Ag-EiIA positiv reagierenden Patientenseren enthielten keine Antikdrper
gegen Zellkernbestandteile, was durch ihre Untersuchung auf die Anwesenheit von
antinukledren Antikorpern in der indirekten Immunfluoreszenz an Kryostatschnitten von
Meerschweinchenleber ermittelt wurde. Ebensowenig waren Rheumafaktoren durch
den Latextest und die Hamagglutionation nach Podliachouk-Harboe nachzuweisen.
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Abb. 1:

Der Nachweis von zirkulierendem Toxoplasma-Antigen mit monoklonalen Antikérpern
in 4.559 Serumproben

Um die Spezifitdt des Toxoplasma-Antigennachweises abzusichern, wurden Serum-
proben mit gesichertem Gehalt an Kernantikdrpern bzw. Rheumafaktoren im Toxo-Ag-
EIA untersucht. 19 Serumproben, die einen IFT-Titer von 160 bis = 5.120 an Kernanti-
kérpern aufwiesen, reagierten negativ. Von den Seren mit Rheumafaktoren reagierten
zwei Proben (Serum Nr. 9 und 18) positiv. Nach einer Absorption mit dem Latexrea-
gens verschwanden die Rheumafaktoren, das Toxoplasma-Antigen jedoch wurde wei-
terhin nachgewiesen (Tab. 2). 20 Serumproben, in denen zTgA durch den Toxo-Ag-
EIA mit mAK festgestellt war, wurden mit dem polyklonalen Kaninchen-lgG-System
nachuntersucht. Dabei wurde in nur 4 Féllen ein positiver Reaktionsausfall ermittelt
(Tab. 3).

Die 150 Serumproben von Neugeborenen, deren Mitter keine Toxoplasma-infektion
in der Schwangerschaft durchmachten, zeigten im Toxo-Ag-EIA nur negative Reak-
tionen.

Diskussion

Die flir den Toxo-Ag-EIA entwickelten mAK 1 B 2, 4 F 6 und 5 B 10 sind gegen Oberfla-
chenantigene der Tachyzoiten des RH-Stammes und Zysten von Toxoplasma gondii
gerichtet (6, 8, 9).
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Abb. 2:

Aufgliederung der Patientenseren ohne Toxoplasma-Antikdrper, die jedoch in 87 Fallen
zirkulierendes Toxoplasma-Antigen beinhalten.

Der Einsatz des Fangantikdrpercocktails aus 1 B 2 und 4 F 6 brachte bei Patientense-
ren wesentlich hdhere Extinktionswerte als mit 1 B 2 allein erreichbar war. ARAUJO et
al. (1) berichteten, daB bei ihren Untersuchungen durch einen Fangantikorpercocktail
aus bis zu 4 verschiedenen mAK keine Empfindlichkeitssteigerung resultierte. Im
Gegensatz zu unserem mAK-System haben die Autoren als Nachweisantikdrper
enzymmarkiertes Kaninchen-IgG F(ab), verwendet und den Einsatz eines Antikdrper-
cocktails nur mit einer TLA-Préparation Uberpriift.

Auch wir fanden bei einschlagigen Untersuchungen, wobei 8 verschiedene mAK in ver-
schiedenen Kombinationen als Fangantikérpercocktail und Kaninchen-lgG-POD als
Nachweisantikérper zur Erfassung von 10 pg/ml TLA-Protein in PBS eingesetzt wur-
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TABELLE 1
Toxoplasma-Antikorper-Serokonversion bei Patienten mit zunachst isoliert positivem
Toxoplasma-Antigennachweis

Patient Unter-
Alter / suchungs- Toxoplasmose-Serologie zZTgA
Geschlecht zeitpunkt FT  IFT  EIA  KBR
Klinik (in 0G laM 10G
Wochen) g g g
P. B. 0 1%} nd nd %} +
18 Jahre 5 10 nd nd %} +
Lymphadenitis
S.B. 0 %] %] %] %) +
6 Jahre 3 %] 4] %) %) +
Lymphadenitis 16 %] %) 1%} %} +
39 640 %} 8000 80 +
42 640 %} 8000 40 +
W. E. 0 %} 1%} %] %] +
26 Jahre 3 20 (%} 200 %) +
klinischer Toxo-
plasmose-Verdacht
B. H. 0 %] 1%} %} %] +
23 Jahre 4 20 nd 400 %] +
Graviditat
E. L. 0 %) 1%} 1%} %} +
7 Jahre 36 640 80 8000 20 %}
Anfallsleiden 44 640 nd 8000 20 +
47 160 20 4000 20 +
P.R. 0 (%) nd nd %] +
18 Jahre 2 %] nd nd 1%} +
Panuveitis 70 640 160 4000 nd +
A.S. 0 %] 1%} %} 1%} +
20 Jahre 4 640 nd 1000 10 +
Lymphadenitis 6 640 nd 2000 10 +
B. S. 0 9] %] %} (4] +
32 Jahre 4 20 nd 400 nd %]
Graviditat
D.S. 0 nd nd %} nd +
1,5 Jahre 7 nd nd (6] nd +
Lymphadenitis 28 nd nd 6] nd +
81 640 nd 8000 80 +
M. W. 0 %) %] nd (%] +
8 Jahre 3 14} 1%} nd 0] +
Lymphadenitis 7 %) 9] nd %} +
10 %) %) nd 1%} +
17 nd nd 16} nd +
34 nd nd G} nd +
103 40 %] 1000 %) %}
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TABELLE 2
Einsatz Rheumafaktor-haltiger Patientenseren im Toxo-Ag-EIA
mit monoklonalen Antikérpern

Patienten- Rheumafaktor-Serologie TOX,O—AQ_EIA
Serum- Extinkstions-
Nummer Harboe* Latex™™ ASL** mittelwert,
(n=2)
01 256 + nd 0,116
02 1024 + nd 0,053
03 512 + 400 0,087
04 512 + nd 0,088
05 128 + nd 0,055
06 1024 + nd 0,123
07 256 + nd 0,065
08 128 %) nd 0,041
09 256 + nd 0,510
10 256 + < 200 0,136
11 128 + nd 0,051
12 256 + nd 0,045
13 128 + nd 0,153
14 256 + nd 0,052
15 128 %] < 200 0,083
16 128 + nd 0,071
17 256 + nd 0,058
18 256 + nd 0,622
19 2048 + nd 0,136
Kn = 0,065
Wiederholungsuntersuchung: vor/nach Latex-Absorption
09 (vor) nd + nd 0,948
09 (nach) nd 1%} nd 0,535
18 (vor) nd + nd 1,170
18 (nach) nd %) nd 0,930
Kp (vor) + 1%} + 1,260
Kp (nach) + %) + 0,913
Kn (vor) + %] + 0,119
Kn (nach) + %] + 0,088

*: Titer der Hadmagglutination nach PODLIACHOUK-HARBOE
**: Latex-RF-Testkit (Behringwerke AG)

***. Antistreptolysin-Titer

nd: nicht durchgefihrt

Kp: positiv reagierende Kontrolle fiir den Toxo-Ag-EIA

Kn: negativ reagierende Kontrolle fiir den Toxo-Ag-EIA

den, daB ein Fangantikdrpercocktail nicht die theoretisch zu erwartenden Vorteile Giber
einen Einzelantikdrper erkennen |aBt. Da die mAK epitopspezifisch reagieren und nach
einer Immunisierung mit komplexen Antigenen sodann Hybridzellen mit mAK gegen
verschiedene Epitope vorliegen, wére zu erwarten, daB ein Antikdrpercocktail bei der
TLA-Erfassung im Toxo-Ag-EIA eine Verbesserung bringt. Die Empfindlichkeitssteige-
rung des Toxo-Ag-EIA durch den Einsatz der zwei ausgewahlten mAK (1 B 2 und
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TABELLE 3
Vergleich des monoklonalen und polykionalen Toxo-Ag-EIA-Systems beim Nachweis von
Toxoplasma gondii-Antigenen in Patientenseren

Patienten- Extinktionsmittelwerte (n = 3)
Serum-

Nummer/ Toxo-Ag-EIA Toxo-Ag-EIA

Kontrollen (monoklonal) (polyklonal)
01 0,288 0,063
02 0,203 0,114
03 1,071 0,099
04 0,928 0,062
05 0,196 0,273
06 0,889 0,054
07 0,588 0,114
08 0,284 0,267
Kn 0,027 0,049
Kp 0,702 2,611
09 0,251 0,062
10 0,688 0,126
11 2,622 0,059
12 2,514 0,058
18 0,258 1,465
Kn 0,078 0,089
Kp 0,562 2,446
14 1,869 0,208
15 1,392 0,124
16 0,999 0,146
17 0,456 0,630
18 1,513 0,235
19 2,910 0,282
20 0,315 0,178
Kn 0,084 0,144
Kp 0,651 2,609

Kn: negativ reagierende Kontrolle fiir den Toxo-Ag-EIA
Kp: positiv reagierende Kontrolle fiir den Toxo-Ag-EIA

4 F 6) als Fangantikdrpercocktail zeigte sich erst deutlich bei der Untersuchung auf
zTgA in Patientenseren. Mit dem Fangantikdrpercocktail wurden deutlich hdhere
Extinktionswerte ermittelt als mit den einzelnen monoklonalen Antikdrpern 1 B 2 bzw.
4 F 6 erreichbar waren.

ARAUJO et al. (1) weisen in ihren Untersuchungen darauf hin, daB der mAK 1 E 11 bei
zwei von zehn Serumproben mit antinukledren Antikbrpern in ihrem Toxoplasma-Anti-
gen-ELISA falsch positiv reagierte. Ebenfalls falsch positive Befunde kdnnten erwartet
werden, wenn im Patientenserum Rheumafaktoren vorliegen, die an den monoklonalen
Mausantikérpern binden und zur Briickenbildung zwischen Fangantikérpern und
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enzymmarkiertem Detektorantikdrper fihren. Darum werden alle Patientenseren, bei
denen der Toxo-Ag-EIA positiv ausfallt, auf die Anwesenheit von antinukledren Antikor-
pern und Rheumafaktoren kontrolliert. Die negativen diesbezlglichen Ergebnisse
bestatigen die Spezifitat des Toxo-Ag-EIA.

Im gleichen Sinne sind die Testergebnisse des Toxo-Ag-EIA zu werten, die bei der
Untersuchung der 150 Neugeborenen (Kontrollgruppe) stets negativ ausfielen.

Die gute Empfindlichkeit zum Nachweis zTgA durch die monoklonalen Antikérper im
Vergleich mit einem analogen polyklonalen Nachweissystem zeigte sich darin, daB von
20 Serumproben alle in dem monoklonalen, aber nur vier in dem polyklonalen Testsy-
stem positiv reagierten. Offensichtlich sind in der Kaninchenimmunglobulinfraktion die-
jenigen Antikdrper unterreprasentiert, die gegen Toxoplasma-Epitope gerichtet sind,
welche von den mAK erkannt werden. Mit polyklonalen Toxoplasma-Antikérpern wur-
den bei HIV-Infizierten in Osterreich durch die Arbeitsgruppe von ASPOCK (3, 4, 5)
Tests zum Toxoplasma-Antigennachweis beschrieben, die eine diagnostische Berei-
cherung bei der rechtzeitigen Erkennung der akuten Toxoplasmose darstellen.

Bei der Untersuchung der 4.559 Patientenserumproben wurde in 257 Fallen (6%) zir-
kulierendes Toxoplasma-Antigen nachgewiesen. Bei 87 dieser Personen, deren
Serumproben im Toxo-Ag-EIA positiv reagierten, lieBen sich durch die von uns einge-
setzten AntikOrpernachweissysteme (IFT-IgG, IFT-IgM, EIA-IgG und KBR) keine
Toxoplasma-spezifischen Immunglobuline erfassen.

Bei Nachfolgeuntersuchungen, die bei einigen Patienten tber einen Zeitraum von meh-
reren Monaten erfolgten, wurden diese Befunde erneut bestatigt. Bei zehn Patienten
gelang es, den Zeitpunkt der Antikorperkonversion zu erkennen. Dabei war Uberra-
schend, daB bei einigen Personen ein ldngerer Zeitraum zwischen dem ersten Auftre-
ten des zirkulierenden Toxoplasma-Antigens und dem Nachweis von Toxoplasma-
Antikorpern lag. Eventuell besitzen die mit den monoklonalen Toxoplasma-Antikérpern
1B 2,4 F 6 und5 B 10 erfaBten Antigenepitope keine starken immunogenen Eigen-
schaften zur Induktion der humoralen Immunantwort, so daf die Antikrperbildung erst
zu einem spéteren Zeitpunkt der Auseinandersetzungen zwischen Parasit und Wirt ein-
setzt. Inwieweit in diesen Fallen besondere Verhéltnisse auf seiten der Toxoplasma-
Stadmme (10) oder im Immunsystem der betreffenden Patienten zu suchen sind, kon-
nen nur weitere Forschungsarbeiten kldren. Ob die vorgestellten Untersuchungen mit
monoklonalen Toxoplasma-Antikdrpern eine Relevanz fir die Schwangerenliberwa-
chung besitzen kénnten, ist ungewiB. Nach den Erfahrungen in Osterreich haben sich
Tests zum Nachweis von zirkulierendem Toxoplasma-Antigen im Rahmen der Toxo-
plasmose-Screenings der Schwangeren nicht als entscheidende Verbesserung erwie-
sen.

Zusammenfassung

Drei monoklonale Antikdrper gegen Oberflachenantigene von Toxoplasma-Tachyzoi-
ten und Zystozoiten wurden in einem Enzymimmunassay zum Nachweis von zirkulie-
renden Toxoplasma-Antigenen in Serumproben von 4.559 Patienten eingesetzt. Bei
5,6% von ihnen wurden zirkulierende Antigene erfaBt.

Von diesen Patienten waren bei 87 Personen im Serum durch die indirekte Immunfluo-
reszenz, KBR bzw. den Toxo-lgG-EIA weder IgG- noch IgM-Antikérper nachzuweisen.
Nachfolgende Untersuchungen ergaben, daB die Antikdrperantwort erst Wochen bzw.
Monate nach dem ersten Toxoplasma-Antigennachweis feststellbar wurde.

Schliisselworter
Zirkulierende Toxoplasma-Antigene, verzégerte humorale Immunantwort.
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Summary
Detection of circulating Toxoplasma antigen by monoclonal antibodies

Three monoclonal antibodies to surface antigens of Toxoplasma tachyzoites and
cystozoites were used in an enzyme immunoassay for detecting circulating Toxop-
lasma antigens in specimens of serum of 4559 patients. Circulating antigens were
found in 5.6% of them.

Of these patients, in 87 subjects neither IgG nor IgM antibodies could be detected in the
sera by indirect immunofluorescence, KBR and Toxo-lgG-EIA. Follow-up showed
the antibody response only weeks or months after the first evidence of Toxoplasma
antigen.

Key words

Circulating Toxoplasma antigens delayed humoral immunologic response.
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