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Der zu Beginn der 70er Jahre von ENGvALL und PERLMANN (9) entwickelte und vor allem von
VOLLER et al. (14, 15) in die Parasitologie eingefuhrte “Enzyme-Linked Immunosorbent Assay”
(ELISA; Enzymimmuntest) stellt heute eine Standardmethode dar, die weltweit sowohl in der
parasitologischen Laboratoriumsdiagnostik als auch in der seroepidemiologischen Forschung
breite Anwendung findet.

Auch in unserem Institut setzen wir seit vielen Jahren Enzymimmuntests zum Antikorper-
und Antigennachweis ein (1), wobeil wir — in Anlehnung an die meisten wahrend der ersten
Halfte der 80er Jahre erschienenen parasitologisch orientierten Arbeiten, die sich mit dem An-
tikérper- und/oder Antigennachweis mittels ELISA befalten —, in allen unseren Enzymim-
muntests Rinderalbumin als Blockierungsprotein (blocker, blocking agent) zur Verhinderung
unspezifischer Bindungen von Serumproteinen an das Plastikmaterial der Mikrotiterplatten
einsetzten.

Im Verlauf der letzten Jahre hat sich nun gezeigt, da insbesondere im ELISA zum Nach-
weis spezifischer Antikorper gegen E. multilocularis-Antigene (Em-ELISA) (2, 4, 5, 6) regelma-
Big (in etwa 1,5% der Falle) positive Reaktionen auftreten, obwohl in diesen Fallen klinisch
und/oder sonographisch/computertomographisch keinerlei Anhaltspunkt fiir das Vorliegen
einer alveolaren Echinokokkose (AE) besteht.

Im Zuge einer wahrend der letzten Monate durchgefuhrten generellen Uberprifung des
Em-ELISA sind wir nach systematischer Fehlersuche bald auf die Ursache fur das gelegentli-
che Auftreten von falsch-positiven Reaktionen in unserem Em-ELISA gestof3en: Die Verwen-
dung von Rinderalbumin in einem Enzymimmuntest erwies sich — dies wurde von mehreren
Autoren anderer Fachrichtungen bereits vor einigen jJahren beobachtet (7, 8, 10, 11, 12, 13) —
in zweifacher Hinsicht als Ursache fiir falsch-positive Reaktionen:

1. Rinderalbumin kann v. a. aufgrund seiner sehr homogenen biochemischen Zusammen-
setzung die Plastikoberflache der Mikrotiterplatten nicht véllig abdecken und so unspezifische
Bindungen von humanen Serumproteinen an die Plastikwande der Mikrotiterplatten nicht vol-
lig verhindern.

2. Eine Reihe von Menschen hat im Serum gegen Rinderproteine gerichtete Antikorper, die
im ELISA nicht mit dem vorgegebenen (E. multilocularis-) Antigen, sondern mit dem Rinderal-
bumin selbst oder mit anderen in der Albuminfraktion befindlichen Serumproteinen reagieren
konnen.

Wir haben deshalb im Fruhjahr 1992 eine erste orientierende Vergleichsstudie durchge-
fiihrt, im Rahmen derer unser ,herkdmmlicher” Em-ELISA unter Verwendung von Rinderalbu-
min (Em-ELISA/R) und ein ,neuer” Em-ELISA unter Verwendung von Milchpulver (Em-ELISA/
M) — Milchpulver gilt aufgrund seiner sehr heterogenen biochemischen Zusammensetzung als
besonders effizienter “blocker” — vergleichend getestet und hinsichtlich Sensitivitat und Spe-
zifitat Uberpruft wurden. Uber die Ergebnisse dieser Vergleichsstudie soll im folgenden berich-
tet werden.
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Tabelle 1:

Ergebnisse der im Em-ELISA/M (Milchpulver) und im Em-ELISA/R
(Rinderalbumin) getesteten Seren von Patienten mit gesicherter
alveolarer (AE) oder zystischer Echinokokkose (ZE). Angabe der
Testergebnisse in Antikdrpereinheiten (AKE; laborinternes
Standardserum hat 100 AKE; Seren unter 30 AKE sind als negativ zu
beurteilen; siehe Material und Methoden).

Nr. Patient  Krankheit = Em-ELISA/M  Em-ELISA/R
1 F. M. AE > 100 > 100
2 H. M. AE > 100 > 100
3 H.S. AE > 100 > 100
4 M. L. AE > 100 > 100
5 A Z AE > 100 > 100
6 K. W. AE 95 84
7 J. G. AE 65 53
8 T.T. AE 54 45
9 Z.S. AE 39 47

10 M. M. AE 31 36

11 K. E AE 30 30

12 B. M. ZE > 100 > 100

13 A H ZE > 100 > 100

14 E.G. ZE > 100 > 100

15 M. K. ZE > 100 85

16 M. H. ZE 92 100

17 M. L. ZE 72 65

18 G. M. ZE 72 92

19 J. B. ZE 61 69

20 G. M. ZE 58 66

21 N.S. ZE 55 65

22 E. K. ZE 48 41

23 G. D. ZE 44 46

24 P. H. ZE 42 47

25 R K. ZE 37 52

26 N.S. ZE 35 44

27 S.C. ZE 34 34

28 LA ZE 34 37

29 N.S. ZE 33 43

30 G. H. ZE < 30 42

31 A A ZE < 30 39

32 S A. ZE < 30 31

33 H H. ZE < 30 < 30

34 F. H. ZE < 30 < 30

35 S.D. ZE < 30 < 30

36 G.S. ZE < 30 < 30

Material und Methoden
1. Seren: Siehe Tabelle 1 und 2
2. Tests:

2.1 Em-ELISA /M:

Antigen: Rohextrakt aus Metazestodengewebe von
Echinococcus multilocularis; Proteingehalt: 1,48 mg/ml;
Verdunnungspuffer: Karbonat/Bikarbonatpuffer (pH 9,6).

Seren: Verdunnungspuffer: PBS + 0,05% Tween 20 + 5%
Milchpulver (,Fixmilch Instant”, spruhgetrocknet,
Dauermilchwerk Gmund; Fettanteil: << 1%).

Konjugat: Peroxidase-konjugiertes Antihuman-1gG
(Jackson Immunoresearch, USA); Konjugatverdinnung: 1 : 6.000;
Verdinnungspuffer: PBS + 0,05% Tween 20 + 5% Milchpulver.

Substrat: H,0, + 5-Aminosalicylsaure.
Testprozedur:
e Anlagerung des Antigens bei 4° C (ca. 16 Stunden);
e Waschen mit Leitungswasser + 0,05% Tween 20;

¢ Absattigen der Mikrotiterplatte mit PBS + 0,05% Tween 20
+ 5% Milchpulver (15 Minuten bei 37° C);

e Eintropfen der Seren in die Mikrotiterplatte und
Durchverdinnen (1 :25,1:50...1:3.200),
Inkubation bei 37° C (1 Stunde);

e Waschen mit Leitungswasser + 0,05% Tween 20;

e Eintropfen der Konjugatverdunnung,
Inkubation bei 37° C (I Stunde);

e Waschen mit Leitungswasser + 0,05% Tween 20;

e Eintropfen des Substrats in die Mikrotiterplatten,
Inkubation bei Zimmertemperatur (1 Stunde);

e Photometrisches Ablesen bei 450 nm;

e Die Auswertung erfolgt nach der Methode von ZAHNER et al.
(16), wobei die gemessenen Extinktionen der Testseren und der

positiven und negativen Kontrolle in Relation (Formel siche unten) gesetzt werden. Nach die-
ser Formel wird ein Index berechnet, der in Antikdrpereinheiten/AKE ausgedriickt wird. Das
laborinterne Kontrollserum weist einen Index von 100 AKE auf. Seren mit einem Index
< 30 AKE gelten als negativ, Seren mit einem Index > 30 AKE sind positiv, Seren mit
> 70 AKE gelten als hochpositiv.

EXt'Testserum

N EXt'Neg. Kontrolle

EXt.pos. kontrolle ~

2.2 Em-ELISA/R:

x 100 = INDEX (in AKE)

EXt-Neg. Kontrolle

Testreagenzien und Testdurchfithrung: wie oben.

Ausnahme: e Puffer zum Abdecken der Mikrotiterplatten und Serumverdinnungspuffer:
PBS + 0,05% Tween 20 + 1% Rinderalbumin (Signal);

e Verdinnungspuffer fiir Konjugat: PBS + 0,05% Tween 20 + 3% Rinderalbumin.
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Tabelle 2: Ergebnisse und Diskussion

Ergebnisse der im Em-ELISA/M und im Em-ELISA/R getesteten Seren von Pateinten

mit gesicherter Fasziolose, Zystizerkose, Toxokarose, Bilharziose, mit AIDS, Rételn, Die Ergebmsse dieser VerglelChsumersuChUNg

Rheumafaktoren sowie Seren von Tropenriickkehrern (z. T. mit erhdhtem IgE-Spiegel sind den Tabellen 1 und 2 zu entnehmen; sie las-
und Bluteosinophilie) und Seren von gesunden Schwangeren (Negativkontrolle). sen sich folgendermafen zusammenfassen und
interpretieren:
Seren von Zahl der ge- Em-ELISA/M  Em-ELISA/R 1. Sensitivitat:
Patienten mit testeten Seren pos. / neg. pos. / neg. ’ '
Alle von uns getesteten Seren von Patienten mit
Fasziolose 4 1/ 3 2/ 2 gesmh.erter alv<?olare>r Echinokokkose wurden so-
Zystizerkose 4 2/ 2 3/ 1 wohl im  herkdmmlichen” Em-ELISA/R als auch
Toxokarose 3 1/ 2 1/ 2 im Em-ELISA/M eindeutig als positiv ,erkannt”.
Bilharziose 2 0/ 2 2/ 2 Wir k& Iso d h dall wi h
AIDS 21 0/21 7/ 14 }F onnen also davon 'ausge e.nf a WIr auc
Roteln 9 0/ 9 0/ 9 mit dem Em-ELISA/M eine Sensitivitat von etwa
Rheumafaktor 9 0/ 9 0/ 9 100% erreichen.
erhohtem IgE, Eosinophilie 20 0/20 8/ 12
(nach Tropenaufenthalt) 2. Spezifitat:
Seren von gesunden 9 0/ 9 0/ 9
Schwangeren 2.1 Die Seren von Patienten mit zystischer
Insgesamt 81 4777 23758 Echinokokkose (ZE) reagierten im ,Milchpulver-

Em-ELISA” etwas seltener positiv (18 von 25 ZE-
Seren) als im Em-ELISA/R (21 von 25 ZE-Seren).
Aufgrund der Tatsache, daf’ in unserem Laboratorium E. granulosus-Infektionen des Men-
schen ohnehin nicht mittels Em-ELISA sondern mittels eines indirekten Hamagglutinations-
tests unter Verwendung von homologem E. granulosus-Antigen (Eg-IHA) diagnostiziert wer-
den, erscheint die verminderte Sensitivitat des Em-ELISA/M fur E. granulosus-Infektionen des
Menschen kein grofer Nachteil, sondern — im Gegenteil — sogar von Vorteil zu sein, weil es
so leichter moglich ist, eine (weitgehende) serologische Differenzierung zwischen AE und ZE
bereits auf dem Niveau der Basistests (Em-ELISA, EgIHA) — und nicht erst auf der Basis von
aufwendigeren Westernblot-Verfahren (3) —, vornehmen zu kdénnen.

2.2 Obwohl in dieser Vergleichsstudie nur eine geringe Zahl von Seren von Patienten mit anderen
Parasitosen gestestet wurden — es wurden nur Seren von Fasziolose-, Bilharziose-, Zystizer-
kose- oder Toxokarose-Patienten in dieser Studie miteinbezogen, weil diese im bislang ver-
wendeten Em-ELISA/R sehr haufig vor allem aufgrund des verwendeten Rohantigens positive
Reaktionen zeigten (5) —, konnte gezeigt werden, daf} sich der Anteil falsch-positiver Befunde
durch die Verwendung von Milchpulver im Em-ELISA weiter vermindern lief2.

2.3 Besonders effizient erwies sich der Em-ELISA/M beim Testen von Seren von Tropenriickkeh-
rern (z. T. mit erhdohtem IgE-Spiegel und/oder Bluteosinophilie); alle 20 Seren dieses Proban-
den-/Krankenkollektivs waren im Em-ELISA hegativ, wahrend im Em-ELISA/R 8 Seren
(schwach) positive Reaktionen zeigten.

2.4  vollig eliminiert werden konnten im Em-ELISA/M falsch-positive Befunde beim Austesten
von Seren von AIDS-Patienten. Insgesamt wurden 21 ,AIDS-Seren” vergleichend im Em-ELI-
SA/R und im Em-ELISA/M getestet. Wahrend im Em-ELISA/R 7 Seren (schwach) positive
Reaktionen zeigten, erwiesen sich im Em-ELISA/M alle 21 AIDS-Seren — keiner der 21 AIDS-
Patienten zeigte klinisch oder radiologisch/sonographisch/computertomographisch Anzei-
chen einer alveoldren Echinokokkose — als eindeutig negativ.

25  Alle 9 seren von Rételn-Patienten und von Personen mit Rheumafaktoren reagierten in bei-
den Em-ELISAs negativ.

Die Ergebnisse unserer Vergleichsstudie zeigen, daf® die Verwendung von Milchpulver an-
stelle von Rinderalbumin als Blockierungsprotein im Em-ELISA tatsichlich eine weitere Ver-
besserung der in diesem Test erhobenen Befunde mit sich bringt, da einerseits die Sensitivitat
des Em-ELISA beibehalten werden konnte, andererseits unspezifische Reaktionen — seien
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sie bedingt durch unspezifische Bindungen von Serumproteinen an das Plastikmaterial der
Mikrotiterplatten oder durch Anti-Rinderalbumin-Antikérper in menschlichen Seren — wei-
testgehend ausgeschalten werden. Zuletzt sei noch auf ein nicht unwichtiges Detail am Rande
aufmerksam gemacht, das uns zusatzlich veranlafst hat, Milchpulver als “blocking agent” zu
verwenden, namlich der Kostenvergleich: Wahrend 1 kg fettarmes Milchpulver (im Super-
markt) fir etwa 0S 220,— zu bekommen ist, muls fur 1 kg Rinderalbumin etwa 6S 15.000,— be-
zahlt werden.

In der vorliegenden Arbeit werden die Ergebnisse einer Vergleichsstudie mitgeteilt, im Rah-
men derer zwei Enzymimmuntests (ELISA) mit Echinococcus multilocularis-Antigen, einmal
unter Verwendung von Rinderalbumin (Em-ELISA/R), einmal unter Verwendung von Milch-
pulver (Em-ELISA/M) als Blockierungsprotein, hinsichtlich Sensitivitat und Spezifitat getestet
wurden. Diese Vergleichsuntersuchung zeigte, da der ,Milchpulver Em-ELISA” gleich hohe
Sensitivitat wie der ,Rinderalbumin Em-ELISA” aufweist, dak jedoch der Anteil falsch-positi-
ver Ergebnisse durch die Verwendung von Milchpulver auf ein Minimum reduziert wird. Dar-
uber hinaus ist der finanzielle Aufwand beim ,Milchpulver Em-ELISA” etwa 70mal niedriger
als beim ,Rinderalbumin Em-ELISA".

Echinococcus multilocularis, alveolare Echinokokkose, ELISA, Rinderalbumin, Milchpulver.

Improvement of serological test results by means
of non-fat dry milk

The present paper summarizes the results of a study in which the sensitivity and specificity
of two enzyme-linked immunosorbent assays for the detection of antibodies against Echino-
coccus multilocularis antigens were compared. Whereas bovine serum albumen was used
as blocking agent in one test (Em-ELISA/R), non-fat dry milk was used in the other (Em-
ELISA/M). The study revealed that the sensitivity of Em-ELISA/M was as high as of Em-ELI-
SA/R; the use of non-fat dry milk in Em-ELISA, however, reduced the occurrence of false-
positive test results considerably. Additionally, milk powder is 70 times cheaper than bovine
serum albumen.

Echinococcus multilocularis, alveolar echinococcosis, ELISA, bovine serum albumen,
non-fat dry milk.

Unserer Mitarbeiterin, Frau Joanna Will, sei fur die sorgféltige Durchfithrung dieser Vergleichs-
studie herzlichst gedankt.
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