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Einleitung

Die zerebrale Toxoplasmose ist die Hauptursache fokaler zerebraler Lasionen bei
AIDS-Patienten (7, 9, 12). Flr den Krankheitsverlauf von entscheidender Bedeutung ist
eine rasche Diagnosestellung und die Einleitung einer entsprechenden Therapie. Mit
der herkémmlichen Serologie gelingt die Diagnose Toxoplasma bei AIDS-Patienten nur
unzureichend, da die Routinetestmethoden (Immunfluoreszenztest/IFT, Komplement-
bindungsreaktion/KBR, Enzymimmunoassays/ELISA) haufig keine eindeutigen Aussa-
gen zulassen (1).

1988 berichteten SUZUKI et al. Uber den diagnostisch verwertbaren Nachweis von IgG-
Antikorpern bei AIDS-Patienten mit Toxoplasmose mit Hilfe der Direktagglutinations-
technik (12).

Unsere Arbeit vergleicht zwei verschiedene Direktagglutinationstests mit den bei uns
verwendeten Routinetestmethoden (IFT, KBR) zur Toxoplasmosediagnostik bei AIDS-
Patienten. Im Hinblick auf die Wertigkeit von IgM-Untersuchungen bei zerebraler
Toxoplasmose bei AIDS wurden diese Antikdrper mit zwei verschiedenen Testmetho-
den bestimmt (ELISA, ISAGA).

Die im 1gG positiven Seren wurden zur Charakterisierung der von den Tests gemesse-
nen Antikorper im Westernblot auf die korrespondierenden Toxoplasma-Antigene hin
untersucht.

Material und Methoden

Untersucht wurden elf Seren von elf AIDS-Patienten mit klinisch manifester zerebraler
Toxoplasmose, eine Serumprobe eines AIDS-Patienten mit Lymphknoten-Toxoplas-
mose, eine Serumprobe eines immunkompetenten Patienten mit Lymphknoten-Toxo-
plasmose und funf Seren von finf AIDS-Patienten ohne kiinische Anzeichen akuter
Toxoplasmose. Diese Seren wurden mit den in Tabelle 1 angefihrten Testsets nach
den Angaben der Hersteller auf spezifische IgG- bzw. IgM-Antikérper untersucht.

Westernblot

Toxoplasma-Antigen flr die Gelauftrennung wurde durch Ultrabeschallung von in Zell-
kulturen gezichteten Parasiten (freundlicherweise zur Verfligung gestellt von Dr. A.
HaBl, Hygiene Institut Wien) nach Glaswolle-Seperation gewonnen. Die Auftrennung
der Protein-Praparation erfolgte im kontinuierlichen Polyacrylamid-Gel (10%) in einer
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TABELLE 1
Durchgefiihrte Tests zum Nachweis von Toxoplasma-Antikdrpern

Immunfiuoreszenztest Fa. BAG, Lich, BRD
(positiv ab 1 : 1000)

Komplementbindungsreaktion |6sliches Antigen,

(positiv > 1:10) Fa. Behring, Mahrburg/L., BRD

Toxocell AD Direktagglutination in Mikrotiterplatten,
(positiv > 1 : 256) Fa. LD-Diagnostika, Heiden, BRD
Toxo-Screen DA Direktagglutination in Mikrotiterplatten,
(positiv ab 1 : 4000) Fa. Bio-Merieux, Marc-I'Etoile, Frankreich
IgM-ELISA Fa. Abbott Diagnostics, Chicago, USA)
(positiv ab Index 1,0)

IgM-ISAGA Immunsorbenttest,

(positiv > Index 5) Fa. Bio-Mérieux, Marc-I'Etoile, Frankreich

Elektrophoresekammer (Bio-RAD) nach der Methode von LAEMMLI et al. (6) unter
reduzierenden Bedingungen mit Merkaptoathanol und SDS. Nach Elektroblotting der
Polypeptide auf Polyvinyimembran (PVDF, Fa. Millipore, Bedford, USA) wurden die
separierten Banden 24 Stunden mit den Patientenseren inkubiert und anschlieBend mit
Peroxydase-Konjugat Anti-human-IgG, -IgA und -IgM (Fa. Bio-RAD, Richmond, USA)
entwickelt.

Als Molekulargewichtsmarker diente ein Standard von 10.000 bis 200.000 kD (Fa. Bio-
RAD).

Ergebnisse

Die mit den verschiedenen Antikorpertests gemessenen Titer sind in Abbildung 1 dar-
gestelit. Tabelle 2 faBt die Ergebnisse zusammen:

Bei elf untersuchten AIDS-Patienten mit zerebraler Toxoplasmose konnten mit dem
Screen DA-Test in elf, mit dem IFT in drei, mit dem Toxocell AD in zwei Fallen erhohte
IgG-Titer gemessen werden. Bei sieben von elf Patienten konnten positive ISAGA-IgM-
Titer nachgewiesen werden, davon waren drei auch im IgM-ELISA positiv. In einem Fall
war der KBR-Titer erhoht.

Beide Patienten mit Lymphknoten-Toxoplasmose zeigien mit allen IgG-Tests ver-
gleichbare erhohte Titer. IgM-Antikorper lieBen sich lediglich mit dem IgM-ISAGA nach-
weisen.

Tabelle 3 zeigt die im Westernblot ermittelten reaktiven Banden bei AIDS-Patienten mit
zerebraler (Patienten 1-11) bzw. Lymphknoten-Toxoplasmose (Patient 12). Zum Ver-
gleich sind die Banden eines HIV-negativen Patienten mit Lymphknoten-Toxoplasmose
aufgeflihrt (Patient 13).

Die AIDS-Patienten mit zerebraler Toxoplasmose zeigen reaktive Banden Uberwiegend
im Bereich zwischen 30 bis 92 kD. Hierbei konnen unter Berlcksichtigung der Antikor-
perbefunde diesen Befundkonstellationen keine testcharakteristischen Bandenmuster
zugeordnet werden. Insgesamt zeigt sich bei den Patienten mit zerebraler Toxoplas-
mose eine quantitativ als auch qualitativ reduzierte Reaktivitat im Westernbiot im Ver-
gleich zum AIDS-Patienten mit Lymphknoten-Toxoplasmose.
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Abb. 1:
IgG- und IgM-Titer von elf AIDS-Patienten mit zerebraler Toxoplasmose (1-11), einem

Toxoplasmose).

AIDS-Patienten mit Lymphkonten-Toxoplasmose (12), einem Immungesunden mit
Lymphknoten-Toxoplasmose (13) und einer Negativkontrolle (Immungesunder ohne

TABELLE 2
Ergebnisse der durchgefiihrten Vergleichsuntersuchungen
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TABELLE 3
Molekuiargewichte (kD) der im Westerblot erkannten Toxoplasmaantigene.
(1-11: AIDS-Patienten mit zerebraler Toxoplasmose; 12: AIDS-Patient mit
Lymphknoten-Toxoplasmose; 13: HIV-negativer Patient mit Lymphknoten-Toxoplasmose)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
18 18
20 20 20
24

25 25 25
26 26 26 26
27 27 27 27
30 30 30 30

33 33 33 33 33 33 33 33 33 33 33 33

34 34 34 34 34 34 34 34 34
35 35 35 35 35 35 35 35 35 35 35 35 35
38 38 38 38 38 38 38 38 38 38 38
40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40
42

43 43 43

44 44 44 44 44 44 44

46 46 46 46 46
50 50 50 50 50 50 50 50 50 50 50
52
54 54 54 54 54 54 54 54
60 60 60 60 60 60 60 60 60 60 60

63 63 63 63 63 63 63
65 65 65 65 65 65 65 65 65 65 65 65
75 75 75 75 75 75 75
80
92 92 92 92 92 92 92
105
110 | 110
130 130 | 130 130 [ 130 | 130
190

Diskussion

Die im Rahmen der SchwangerenUberwachung und auch zur Abklarung einer akuten
Toxoplasmose bei immunkompetenten Patienten bislang eingesetzten und bestens
bewdahrten serologischen Testmethoden (IFT, KBR, ELISA) haben sich bei AIDS-
Patienten als vor allem zu wenig sensitiv und daher als unzuverldssig herausgestellt
(1,8,4,5,7,8,9,10,11,13).

Von SUZUKI und Mitarbeitern (1988) konnte jedoch gezeigt werden, daB mit Hilfe von
Direktagglutinationstests, die allerdings erst seit wenigen Jahren zur Verflgung stehen,
auch bei AIDS-Patienten mit Toxoplasmose ein diagnhostisch verwertbarer Nachweis
von Antikérpern moglich ist.

Auch wir haben uns angesichts der Tatsache, daB wir immer wieder mit der serologi-
schen Abklarung von Toxoplasma-Infektionen bzw. einer moglichen akuten Toxoplas-
mose bei AIDS-Patienten konfrontiert werden, mit der Problematik des Antikérper-
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Nachweises bei immunsupprimierten Patienten auseinandergesetzt und eine Ver-
gleichsstudie durchgefuhrt, um uns selbst ein Bild Uber die ,Brauchbarkeit” dieser
neuen Testmethoden zu verschaffen. Dabei wurden Seren von elf AIDS-Patienten mit
zerebraler Toxoplasmose, ein Serum eines AIDS-Patienten mit Lymphknoten-Toxo-
plasmose, ein Serum eines Immungesunden mit Lymphknoten-Toxoplasmose und flinf
Seren von Immungesunden ohne Toxoplasmose sowoh! in den herkémmlichen Sero-
tests (IFT, KBR, ELISA-IgM), als auch in drei verschiedenen (kommerziell erhaltlichen)
IgG- (Toxo-Screen DA, Toxocell AD) und IgM-Agglutinationstests (IgM-ISAGA) unter-
sucht; dartiberhinaus wurden die Seren einer Westernblot-Analyse unterzogen.

Die Ergebnisse dieser serologischen Vergleichsstudie lassen sich folgendermafBen
zusammenfassen:

— Die in der ,klassischen® Toxoplasmose-Diagnostik (Nachweis spezifischer 1gG-
und/oder IgM-Antikdrper im Serum von Immungesunden) eingesetzten Testmethoden
(IFT, KBR und ELISA) erwiesen sich auch im Rahmen unserer Studie als unzuverlas-
sig, da nur funf (IFT) bzw. drei (KBR) Seren von insgesamt 13 Toxoplasmose-Patienten
(zwolf AIDS-Patienten, ein Immungesunder mit einer klinisch manifesten Toxoplas-
mose) erhohte Antikorpertiter zeigten. Es erscheint allerdings verwunderlich, daB
gerade der IFT, der ebenso wie die Agglutinationstests auf der Verwendung fixierter
Trophozoiten von Toxoplasma gondii beruht, bei AIDS-Patienten mit einer zerebralen
Toxoplasmose eine derart geringe Sensitivitat aufweist.

— Der Toxo-Screen DA, ein Test zum Nachweis spezifischer IgG-Antikorper,
erwies sich tatsachlich auch in unserer Studie als die sensitivste Methode; alle 13
Toxoplasmose-Patienten wurden mittels dieses Tests als solche ,erkannt”. Der zweite
eingesetzte 1gG-Agglutinationstest (Toxocell AD) war hingegen ahnlich insensitiv wie
der IFT und die KBR. Die Ursache fur diese Diskrepanz dirfte auf eine unterschiedliche
Verarbeitung und Praparation der Toxoplasmen zurlckzufihren sein.

— Von den zwei verwendeten IgM-Tests erwies sich der IgM-ISAGA als der
wesentlich sensitivere: Wahrend von den elf getesteten Toxoplasmose-Patienten im
IgM-ISAGA neun Seren positiv reagierten, war der IgM-ELISA nur bei vier Patienten
positiv. Die hohe Empfindlichkeit des ISAGA ist allerdings bereits aus anderen Studien
bekannt (2).

— Die Westernblot-Analyse (Zahl und Lokalisation der reaktiven Polypeptid-Ban-
den, spezifisches Bandenmuster) erbrachte keine zusatzliche Information Uber den
Toxoplasmose-Status der AIDS-Patienten.

Die von SUZUKI et al. (12) publizierten Ergebnisse Uber den sinnvollen Einsatz von
Agglutinationstests zum Toxoplasma-Antikorpernachweis bei AIDS-Patienten konnten
wir eindrucksvoll durch unsere Untersuchungen bestatigen; wir kdnnen den kombinier-
ten Einsatz des Toxo-Screening DA und des IgM-ISAGA bei AIDS-Patienten mit Ver-
dacht auf Toxoplasmose empfehlen.

Zusammenfassung

Um die Eignung von Direktagglutinationstests in der serologischen Toxoplasmosediag-
nostik bei AIDS zu untersuchen, wurde bei elf AIDS-Patienten mit zerebraler Toxoplas-
mose und einem AIDS-Patienten mit Lymphknoten-Toxoplasmose die Routineserolo-
gie (Immunfluoreszenztest und Komplementbindungsreaktion) mit zwei kommerziellen
Direktagglutinationstests verglichen. Ein Test, der “Toxo-Screen DA” zeigte bei allen
Patienten mit Toxoplasmose deutiich erhohte Titer und erscheint im Vergleich zu allen
ubrigen nur sporadisch erhdhten Antikorpertests zur Toxoplasmosediagnostik bei AIDS
geeignet. Bei der IgM-Untersuchung der Patienten mit ELISA und ISAGA zeigten sich
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von acht im ISAGA positiven Patienten nur drei auch im ELISA positiv. Im Westernblot
ergaben sich zur Kldrung des unterschiedlichen Testausfalls der IgG- und der IgM-
Antikérperantwort keine Hinweise.

Schllisselworter

Toxoplasmose, AIDS, IgM, IgG, Westernblot.

Summary
Serological diagnosis of toxoplasmosis in patients with AIDS

In order to verify the usefulness of direct agglutination tests in the serological diagnosis
of toxoplasmosis in AIDS patients, two of these tests were compared with conventional
serology (immunofluorescence and complement binding reaction) in 11 AIDS patients
with cerebral toxoplasmaosis and one with AIDS and lymphnode-toxoplasmosis. One of
the agglutination tests, the “Toxo-Screen DA”, showed pathologically elevated titers in
all patients and seems to be valuable in diagnosis of toxoplasmosis in AIDS patients. All
other tests showed sporadic positivity. When IgM-antibodies were tested with ELISA
and ISAGA only 3 patients were positive in ELISA compared with 8 using the ISAGA-
technique. Westernblots failed to clarify the discrepancy between the results of the dif-
ferent methods for IgG or IgM antibody testing.

Key words

Toxoplasmosis, AIDS, IgG, IgM, Westernblot.
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