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Die alveolare Echinokokkose (AE), verursacht durch Metazestoden (Finnen) von Echinococcus
multilocularis (,Funfgliedriger Fuchsbandwurm®, Em), gilt als die gefahrlichste Helmintho-
zoonose Mitteleuropas.

Das Hauptverbreitungsgebiet des Parasiten in Mitteleuropa umfaft neben Frankreich, Ita-
lien, der Schweiz und Stiddeutschland auch Osterreich, wo es ein West-Ost bzw. Sid-Nordge-
falle der Infektionshaufigkeit zu geben scheint (4); betroffen sind vor allem Vorarlberg, Tirol,
Salzburg, Karnten und die Steiermark, allerdings konnte in den letzten zehn Jahren auch ein
Herd in Niederosterreich festgestellt werden (3). Grundsétzlich ist anzunehmen, daf das
gesamte Bundesgebiet als Endemieregion gilt, da Echinococcus multilocularis in Fuchsen in
allen Bundeslandern nachgewiesen werden konnte (19, 20).

Der biologische Zyklus von Echinococcus multilocularis ist mit einem Generations- und
Wirtswechsel verbunden, der zwischen Karnivoren — in Mitteleuropa in erster Linie Vulpes
vulpes/Rotfuchs — als Endwirten und Herbivoren — in Mitteleuropa sind dies vor allem
Microtus arvalis/Feldmaus, Arvicola terrestris/Schermaus und Ondatra zibethica/Bisamratte
— als Zwischenwirten ablauft (1, 12, 16, 25). Auch der Mensch kann in diesen Zyklus in Form
eines Fehl-Zwischenwirtes einbezogen werden, wenn er sich durch die orale Aufnahme von
larvenhaltigen Fuchsbandwurmeiern infiziert.

Aus den Elern schlipfen im Darmirakt Sechshakenlarven, die die Darmwand durchdringen
und auf hdmatogenem Weg in die Leber gelangen, wo sie sich zu einem tumorahnlichen, pro-
liferativ-destruierend wachsenden Metazestoden entwickeln. Eine krebsdhnliche Metastasie-
rung durch die Abspaltung einzelner Parasitenzellen kann zur sekundaren Etablierung in
anderen Organen (Lunge, Milz, Niere, ZNS) auf lymphogenem-hamatogenem Weg fithren und
letztlich auch das Bild einer generalisierten alveolaren Echinokokkose hervorrufen.

Da es fur die AE kein klinisches Diagnostikum gibt und auch die allgemeine Laborchemie
differentialdiagnostisch nur wenig ergiebig ist (Transaminasen, yGT, alkalische Phosphatase,
Bilirubin und BSG konnen erhoht sein), stiitzt sich die Diagnostik einerseits auf die bildgeben-
den Verfahren, mit denen Organlokalisation und Ausdehnung der parasitenbedingten
Lasionen festgestellt werden konnen, andererseits auf parasitologisch-serologische Untersu-
chungen.

Heute beruht die Serodiagnostik der Fuchsbandwurmkrankheit auf dem Einsatz von
Enzymimmuntests und Western Blot-Verfahren unter Verwendung unterschiedlicher Echino-
coccus multilocularis-Antigenpraparationen, was sowohl eine hohe Sensitivitat als auch eine
hohe Spezifitat bedingt.
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Material und Methoden

Patienten und Seren

Enzymimmuntest (ELISA) zum
Nachweis Em-spezifischer
Antikorper der 1gG-Gesamt-
fraktion sowie der Subfrak-
tionen I1gG1 bis 4

Western Blot-Verfahren zum
Nachweis Em-spezifischer
Antikorper der 1gG-Gesamt-
fraktion sowie der Subfrak-
tionen 1gG1 bis 4

Nun stehen zwar hochsensitive und -spezifische Tests mit ,Trefferquoten” bis an die 100%
fur die Diagnostik der alveoldren Echinokokkose zur Verfugung und gestatten so die Aufdek-
kung beinahe jeder Infektion, sie alle beruhen aber auf dem Nachweis spezifischer Antikorper
der IgG-Gesamtfraktion. Da 1gG (gesamt)-Antikorper als sogenannte ,spate” Immunglobuline
als Indikatoren fur schon langer bestehende Infektionen gelten und ihr Spiegel in den Patien-
tenseren lange unverandert hoch bleibt, sind die oben angefuhrten Tests nur begrenzt ein-
setzbar, was die Therapieliberwachung betrifft — sie lassen kaum Aussagen Uber Erfolg oder
MiRerfolg der durchgeflinrten operativen und/oder medikamentdsen Mafsnahmen zu.

Wir haben uns nun die Aufgabe gestellt, zu klaren, ob unter Verwendung einfacher und
auch bereits etablierter Tests zum Nachweis Echinococcus multilocularis-spezifischer Anti-
korper der 1gG-Subklassen eine serologische Kontrolle des Krankheitsverlaufes bzw. des
Erfolges der therapeutischen Manahmen moglich ist.

Im Rahmen dieser nun vorliegenden Arbeit wurden Seren von 29 Patienten mit verifizier-
tem Echinococcus multilocularis-Befall (Diagnose abgesichert durch entsprechende Befunde
in den bildgebenden Verfahren, sowie durch histologische und serologische Untersuchungen)
auf das Vorhandensein von spezifischen Antikérpern der IgG-Gesamtfraktion und der Sub-
klassen IgG1 bis 4 mittels Enzymimmuntests und Western Blot-Verfahren Uberpruft. Die Blut-
proben waren in unterschiedlichen Zeitabstanden im Verlauf der Krankheit bzw. einer opera-
tiven und/oder medikamentdsen Therapie abgenommen worden.

Idealerweise sollte ein Muster in der Antikorperantwort gefunden werden, das es ermog-
licht, in der Zusammenschau mit klinischen Daten (besonders aus Befunden der bildgebenden
Verfahren sowie der Laborchemie) eine Aussage uber den Zustand bzw. den Krankheitsver-
lauf des jeweiligen Patienten zu machen.

Fur diese Untersuchung standen insgesamt 110 Seren von 29 Patienten mit klinisch verifizier-
ter alveolarer Echinokokkose zur Verfugung. Die Blutproben waren zu verschiedenen Zeit-
punkten nach der Diagnosestellung und in unterschiedlichen Zeitabstanden wéahrend der
operativen und/oder medikamentdsen Therapie abgenommen worden, die Seren lagerten seit
der serologischen Erstuntersuchung bei -20° C in der Serothek der Abteilung fur Medizinische
Parasitologie des Klinischen Institutes flir Hygiene der Universitat Wien.

Bei den 29 Patienten handelt es sich um 15 Manner und 14 Frauen, weitere Daten zu Per-
son und Klinik der Patienten sind Tabelle 1 zu entnehmen.

In den meisten Fallen (69%) war nur die Leber von Echinococcus multilocularis befallen,
bei einigen Patienten (27,5%) bot sich allerdings das Erscheinungsbild einer multiorganischen
alveolaren Echinokokkose; in einem Fall (3,5%) lag eine singulare Infektion der Lunge vor
(Tab. 1).

Der hier durchgefuhrte Test wurde zu Beginn der 80er Jahre entwickelt und im Routinelabo-
ratorium etabliert (7); er wird seither mit kleinen Anderungen eingesetzt (5) und gelangte in
dieser Studie mit Ausnahme der eingesetzten Konjugat- (Tab. 2) bzw. Serumverdinnungen
(1:50) sowie der Inkubationszeit der 1gG-Subklassen-Konjugate (1,5 h bel 37°C am Wasser-
bad) unverandert zur Anwendung (9).

Unter Verwendung von in vitro-produziertem Antigen (2, 6) wurde ein Western Blot-Verfahren
zum Nachweis Echinococcus multilocularis-spezifischer 1gG-Antikorper im Echinokokkose-
laboratorium im Jahr 1984 etabliert, das seither zur speziesspezifischen Diagnose von Fuchs-
und Hundebandwurmkrankheit eingesetzt wird (3). Der Test wurde far diese Studie mit Aus-
nahme der eingesetzten Konjugatverdunnungen (Tab. 2) bzw. der Inkubationszeit der 1gG-
Subklassen-Konjugate (mind. 12 h bei Zimmertemperatur) unverandert eingesetzt (9).
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Tabelle 1:
Patient Geschl. Alter bei Organ-~ Operation Antihelminthikum Klinische Dalen der 29 AE-Patienten
Diagnose~ lokalisation A = Albendazol (PE = Probeexzision)
stellung des Parasiten M = Mebendazol
1 M 28 Leber ja (PE) M
2 w 43 Leber ja A
3 M 31 Leber, Magen, Pankreas ja M, A
4 M 51 Leber ja M
5 M 57 Lunge ja A
6 M 62 Leber ja (PE) A
7 w 50 Leber ja A
8 M 24 Leber, Nebenniere ja A
9 W 61 Leber nein keines
10 W 33 Leber, Lunge ja M, A
11 W 31 Leber, Lunge, ZNS nein M
12 M 50 Leber ja A
13 w 35 Leber ja M
14 w 54 Leber, Haut ja M
15 W 30 Leber ja M bis Sept. 91, dann A
16 M 68 Leber, Lunge, Haut ja A
17 w 67 Leber ja A
18 W 71 Leber, Bauchwand ja keines
19 M 38 Leber, Niere ja A
20 % 73 Leber nein A
21 M 59 Leber, Lunge, Pleura nein A
22 M 53 Leber ja A
23 w 53 Leber ja M
24 W 62 Leber ja (PE) M
25 M 58 Leber ja keines
26 w 60 Leber ja M
27 M 31 Leber ja M
28 M 50 Leber ja A
29 M 30 Leber ja (PE) A
Tabelle 2:
Hersteller  Produkt- wirt  Antigenquelle gerichtet Antikorper- verwendete Daten der verwendeten Konjugate
bezeichnung zur Konjugat- gegen konzentration Verdinnung
herstellung in mg/ml ELISA/WB
Jackson Peroxidase- Ziege Humanserum Fc-Region 0,8 1:6000/1:500
Immuno conjugated humaner 1gG-
Research AffiniPure Antikorper
Laborat. Goat Anti-
Human IgG
Zymed Peroxidase- Maus Humanserum Fc-Region 0,5 1:1000/1:300
Laborat. Mouse von
Monoclonal Human-IgG 1
Antibody
Zymed Peroxidase- Maus Humanserum Fab-Region 0,5 1:1000/1:300
Laborat. Mouse von
Monoclonal Human-IgG 2
Antibody
Zymed Peroxidase- Maus Humanserum Hinge-Region 0,5 1:1000/1:300
Laborat. Mouse von
Monoclonal Human IgG 3
Antibody
Zymed Peroxidase- Maus Humanserum Fc-Region 0,5 1:1000/1:300
Laborat. Mouse von
Monoclonal Human-1gG 4
Antibody
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Tabelle 3:
Mefdergebnisse ELISA

Extinktionswerte Extinktionswerte Extinktionswerte Extinktionswerte Extinktionswerte
im IgG (gesamt) ELISA im IgG 1-ELISA im IgG 2-ELISA im IgG 3-ELISA im IgG 4-ELISA
Bereich Mittel Bereich Mittel Bereich Mittel Bereich Mittel Bereich Mittel
0,305-1,140 0,937 0-0,300 0,084 0-0,561 0,036 0,007-0,801 0,124 0,007-1,086 0,561

Prozentueller Anteil der Seren

Als positiv wurde das getestete Se-
rum dann bewertet, wenn auf der Nitro-
zellulosemembran die Echinococcus

100 multilocularis-spezifischen Banden bei
einem Molekulargewicht von 55.000
r: bzw. 65.000 Dalton vorhanden waren,
80 als negativ, wenn diese fehlten.
In wenigen Fallen wurde das Serum
60 mit der Bewertung ,fraglich” versehen;
Lage der ExAnkiionskurven gamlqlch dadnn, wenn trotzF}/\lled'erélolgng
40 SPosition 1 ¢sht e§tsd 1;3_ gena;mte.nb roteinbanden
ClPosition 2 nicht eindeutig nachweisbar waren.
20 [DPosition 3
= E3Position 4 T ———
0 = : m Position 5 rgebmisse
lgG-gesamt IgG 4 Enzymimmuntest (E]TISA) zum Nachweis
Em-spezifischer Antikorper der IgG-Ge-
samtfraktion sowie der Subfraktionen
IgG 1 bis 4
Abbildung 1:

Nachweis spezifischer Antikorper
in 102 Seren von 29 AE-Patienten
mittels ELISA; geordnet nach der
Hohe der Extinktionswerte (siehe
Text)

In allen untersuchten Seren konnten Em-spezifische I1gG (gesamt)-Antikdrper nachgewie-
sen werden, wobei die Extinktionswerte zwischen 0,3045 und 1,1395 Extinktionseinheiten
(Mittel 0,937) lagen. Bei 89,7% der Seren (26 Patienten) zeigten sich im IgG (gesamt)-ELISA die
hochsten Extinktionswerte (Tab. 3, Abb. 1).

Im IgG 1-ELISA lagen die Extinktionswerte zwischen 0 und 0,3015 Extinktionseinheiten
(Mittel 0,084) und damit bis auf einige Seren zweier Patienten (Nr. 11 und Nr. 21) annadhernd im
Meffehlerbereich (< 0,3; Tab. 3).

Im IgG 2-ELISA ergaben sich Extinktionswerte zwischen 0 und 0,5605 Extinktionseinheiten
(Mittel 0,036), die somit bis auf einige Ausnahmen (einige Seren der Patienten Nr. 3, 6, 8, 12, 15,
19, 21) annahernd im MeRfehlerbereich lagen (Tab. 3).

Im IgG 3-ELISA wurden Extinktionswerte zwischen 0,007 und 0,8005 Extinktionseinheiten
(Mittel 0,124) gemessen, wobei manche Seren der Patienten Nr. 3, 6, 12, 14, 15, 19 und 21
deutliche, aber nicht ibermaRig hohe Extinktionswerte im IgG 3-ELISA aufwiesen, wahrend
alle ubrigen im Meffehlerbereich lagen (Tab. 3).

Bei 10,3% der Seren konnten im 1gG 4-ELISA die hochsten Extinktionswerte nachgewiesen
werden, die sich in einem Bereich zwischen 0,007 und 1,0855 Extinktionseinheiten (Mittel
0,561) bewegten (Tab. 3, Abb. 1).
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Tabelle 4:

In den meisten Fallen sind also die

MeRergebnisse ELISA nach Lage der Extinktionskurven bei 450 nm durch die in den Seren enthaltenen

Echinococcus multilocularis-spezifi-

~ Antikorper Pos. 1 bei

l schen Antikorper verursachten Extink-

| (sub)klasse x Patienten Ezsét?ezft::zn Eﬁ’se;t?eg(ti:m )I:%sét?elr)\?én i(i)sét?etr)\?én Qonswerte ,m'lr fur die ]gG_Gesamtfrak*
| tion bzw. fur die 1gG 4-Subklasse von
‘ ‘ bemerkenswerter Hohe, wahrend die
ngesamt 22 22 v 8 ? Werte der Subklassen 1gG 1 - 3 fast im-
mer im Bereich des Meffehlers liegen
(Ausnahmen siehe oben); daher stutzte
sich die weitere Auswertung der Daten
Tabelle 5: in erster Linie auf die 1gG-Gesamtfrak-

Ergebnisse Western Blot

tion sowie die Subfraktion 1gG 4.

In Tabelle 4 sind die MeRergebnisse

des ELISA nach der Lage der Extink-
tionskurven, die dadurch erhalten wur-

Anzahl der Seren

positive Reaktion negative Reaktion fraglich

den, daf die Extinktion in Abhéangigkeit
von der wahrend der Therapie verstri-

chenen Zeit graphisch dargestellt wur-

IgG (gesamt)-Blot 49 52 ! de, genauer aufgeschlusselt.

18G 4-Blot 69 32 1

{82 g-g%m 8 }83 0 Position 1 bedeutet die hodchste, Po-

gG 2-Blot 0 o . . . . . .

1G 1-Blot 12 84 6 sition 5 die nlgdrlgste Extmktpn bei
450 nm, was mittelbar dem hochsten
bzw. niedrigsten Antikorperspiegel in
der jeweiligen (Sub-) Klasse entspricht,

Tabelle 6: wobei natirlich zu bericksichtigen ist,
Reaktionsmuster der Seren im Western Blot dafs der ELISA nur cine semiquantitative

Methode darstellt. Wie aus Tabelle 4 zu
ersehen ist, werden die Positionen |

Patientengruppe Reaktionsmuster und 2 bei nahezu allen Patienten von
den oben genannten Antikorper(sub)-

A (4 [5]* Patienten) 1gG (gesamt)-Blot neg. 1gG 4-Blol neg. 18G 1-Blot neg. klassen eingenommen, wobei die 1gG-

B (4 Patienten) 1gG (gesamt)-Blot pos. 1gG 4-Blot pos. 1gG 1-Blot pos. Gesamtfraktion bei 26 von 29 Patienten

C (9 [10] Patienten) 1gG (gesamt)-Blot pos. 1gG 4-Blot pos. 1gG 1-Blot neg. ) . s :

D (1 Patient) 18G (gesamb)-Blot pos. 1gG 4-Blot neg. 1gG 1-Blot neg (das entspricht einem Anteil von fast

E (8 [9] Patienten) 1gG (gesamt)-Blot neg. 1gG 4-Blot pos. 19G 1-Blot neg. 90%) an Position 1 und bei 3 von 29
(das entspricht einem Anteil von etwa

*) Im Zweifelsfall wurden die vorher mit dem Attribut ,fraglich” versehenen Seren als negativ

10%) an Position 2 rangiert; die Sub-

gewertet, woraus die in eckigen Klammern angefithrten Zahlen resultieren. klasse 1gG 4 steht bei drei Patienten

Western Blot-Verfahren zum
Nachweis Em-spezifischer
Antikorper der IgG-Gesamt-
fraktion sowie der Subfrak-
tionen 1gG 1 bis 4

(= etwa 10%) an Position 1, bei 24
Patienten (= etwa 83%) an Position 2 sowie bei je einem Patienten (je 3,5%) an den Positionen
3 bzw. 5. Abbildung 1 verdeutlicht das Resultat durch die Darstellung der prozentuellen Ver-
teilung der Seren nach der Lage der Extinktionskurven.

Die positiven Resultate im Western Blot beschrénkten sich im wesentlichen auf die 1gG-Ge-
samtfraktion bzw. auf die Subklasse 1gG 4, in sehr geringen AusmaR auch auf die Subklasse
1gG 1, wahrend kein einziges der getesteten 102 Seren im IgG 2 und 3-Blot positive Reaktion
zeigte (Tab. 5).

Im 1gG (gesamt)-Blot zeigten 49 Seren (entspricht einem Anteil von 49,8%) die Echinococ-
cus multilocularis-spezifischen Proteinbanden, wahrend mittels 1gG 4-Blot 69 Seren (ent-
spricht einem Anteil von 70,4%) als positiv erkannt wurden.
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70,38

Bei zwolf Seren (entspricht einem
Anteil von 12,2%) war der 1gG 1-Blot

Prozentueller Anteil der Seren positiv, bei sechs Seren (und mit 59%

zu einem hoheren Anteil als beim I1gG
(gesamt)- und 4-Blot mit je etwa 1%)
fraglich.

Abbildung 2 zeigt die prozentuelle
Verteilung der im Western Blot erhobe-
nen Ergebnisse, wobei nur die eindeutig
positiv-/negativ-reagierenden Seren be-
rucksichtigt wurden.

positive Reaktion im
BEgG-gesamt-Blot Gliedert man die Ergebnisse auf, so
DIgG 4-Blot treten nach dem Reaktionsmuster der
mIgG 3-Blot Seren in den verschiedenen Western
319G 2-Blot Blot-Tests folgende Patientengruppen

12,24

\
\o

CIgG 1-Blot auf, die sich voneinander in eben die-

sem Muster unterscheiden (Tab. 6).

Abbildung 2:

Nachweis spezifischer Antikorper
in 102 Seren von 29 AE-Patienten
mittels Western Blot; geordnet
nach der prozentuellen Verteilung
der im Western Blot positiven

Seren.

Diskussion

Gruppe A umfafdt Patienten, deren
Infektion mit Echinococcus multilocu-
laris auf nur serologischem Weg mittels Western Blot nicht diagnostiziert werden konnte;
Gruppe B, C und D ware in Tests, wo ein Anti-IgG-Gesamtfraktion-Konjugat verwendet wird,
als positiv erkannt worden.

Gruppe E lieferte im 1gG 4-Blot positive Resultate, ware aber in Tests, wo ein Anti-1gG-
Gesamtfraktion-Konjugat eingesetzt wird, nicht als positiv identifiziert worden.

Abgesehen von den Western Blot-Ergebnissen konnten keine Gemeinsamkeiten oder Un-
terschiede bezuglich Organlokalisation des Parasiten, Art der Therapie und Krankheitsverlauf
innerhalb oder zwischen den Patientengruppen festgestellt werden.

Ziel der vorliegenden Studie war es, Seren von Patienten mit alveolarer Echinokokkose unter
der Verwendung einfacher und auch bereits etablierter serologischer Tests auf das Vorhan-
densein von spezifischen Antikérpern der IgG-Gesamtfraktion und der IgG-Subfraktionen zu
untersuchen, um festzustellen, ob im Verlauf der Krankheit nur bestimmte 1gG-Subklassen-
antikorper auftreten und ob ihr Erscheinen im Rahmen der Infektion einer gewissen Dynamik
unterliegt.

Durch die Kombination der Testergebnisse bzw. durch den Vergleich mit den Daten der
Krankengeschichten der Patienten sollte eine serologische Uberwachung eines moglichen
Therapieerfolges gewahrleistet werden.

Die meisten Patienten mit alveolarer Echinokokkose entwickeln eine parasitenspezifische
humorale Immunantwort, die alle Antikoperisotypen umfafst. Antikorper scheinen in immun-
pathologische Mechanismen, die flir den manchmal chronisch granulomatosen Verlauf sowie
fur Immunkomplex-assoziierte membrandse Nephropathien und histopathologische Verande-
rungen durch das Auftreten von Amyloidablagerungen verantwortlich sind, involviert zu sein
(13, 14).

Im allgemeinen sinken die Antikorperspiegel (bes. IgA, IgE, 1gG) bei chemotherapeutisch
behandelten Patienten, die an einer regressiven Form der Krankheit leiden, im Verlauf der
medikamentosen MaRnahmen ab, wahrend sie bei Personen mit inoperablen Ldsionen, ope-
rativen Palliativeingriffen oder der progressiven Form der Erkrankung unverandert bleiben
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bzw. leicht ansteigen. Da IgM-Antikorper bei einem nur sehr geringen Prozentsatz der Patien-
ten vor der Behandlung gefunden wurden, sind sie fur eine Beurteilung der therapeutischen
Mafnahmen von geringer Bedeutung (14). Bis jetzt stehen dem Diagnostiker mit den Metho-
den der klassischen Serologie keine klaren Interpretationsmaoglichkeiten im Hinblick auf
Krankheitsverlauf u./o. Therapieerfolg zur Verfugung.

Zur Feststellung von Echinokokkus-AntikOrpern stehen mehrere Testmethoden unter-
schiedlicher Sensitivitat und Spezifitat zur Verfugung; als spezifische, jedoch wenig sensitive
Tests gelten der Doppeldiffusionstest nach Ouchterlony, die Immun- und Gegenstromelektro-
phorese und auch die Komplementbindungsreaktion; Agglutinations- und Konjugattestmetho-
den (Indirekter Hamagglutinationstest — IHA; Indirekter Immunfluoreszenztest — IIFT, Enzym-
immuntest — ELISA und Radioimmuntest — RIA) werden hingegen als Verfahren hoher Sensi-
tivitat angesehen (7, 23).

Da in Osterreich sowohl Echinococcus granulosus, der Erreger der zystischen Echinokok-
kose, als auch Echinococcus multilocularis, der Erreger der alveoldren Echinokokkose,
authochthon vorkommen, mussen an die Serodiagnostik besonders hohe Anforderungen be-
zuglich Sensitivitat und Spezifitdt der eingesetzten Testsysteme gestellt werden (3, 8).

Als schwierig erwies sich die Standardisierung der erhobenen Ergebnisse der Subklassen-
Enzymimmuntests, da es weder in der Literatur Bezugswerte fiir eine positive Kontrolle noch
in unserem Labor selbst ein Patientenserum gibt, das in jedem IgG-Subklassen-ELISA (1gG 1
bis 4) hoch positiv reagiert. Daher mufsten fiir die Auswertung der Ergebnisse die Extinktions-
werte bei 450 nm herangezogen werden.

Deutlich zeigt sich, daR die serologische Uberwachung der Serumspiegel der 1gG-Gesamt-
fraktion sowie der IgG-Subklassen mittels ELISA nur eine bedingte Kontrolle einer erfolgrei-
chen/-losen Therapie bietet, da die Serumspiegel Uber lange Zeit unverandert bleiben und
erst mit einiger Verzégerung auf die operative und/oder medikamentdse Behandlung reagie-
ren — ein Resultat, das den Erwartungen durchaus entspricht, da IgG-Antikorper als Indikato-
ren fur eine schon lange bestehende Infektion gelten (Ausnahme: unmittelbar nach Operatio-
nen, wo ein Grofteil der parasitéren larvalen Zystenmasse entfernt wird, kommt es relativ
rasch zu einem Abfall des Serumspiegels an spezifischen IgG-Antikdrpern).

Dafy die Summe der Extinktionswerte, die durch die 1gG-Subfraktionen hervorgerufen
wird, nicht dem Extinktionswert durch die IgG-Gesamtfraktion entspricht, uberrascht nicht,
soll aber immerhin festgehalten werden — nicht zuletzt unter dem Gesichtspunkt, dafs im Im-
munsystem Interaktionen von entscheidender Bedeutung sind.

In beiden Verfahren (ELISA und Western Blot) zum Nachweis Echinococcus multilocularis-
spezifischer Antikdrper(sub)klassen zeigte sich deutlich, daf der Subklasse 1gG 4 bei der Er-
krankung an alveolarer Echinokokkose grofse Wichtigkeit zukommt; sie ergibt im ELISA nach
der Lage der Extinktionskurve (Darstellung der Extinktion in Abhéngigkeit von der wahrend
der Therapie verstrichenen Zeit), in etwa 83% der Seren die zweithochsten Extinktionswerte
nach der 1gG-Gesamtfraktion und in etwa 10% sogar die hochsten Extinktionswerte; im 1gG
4-Western Blot wurden mehr Seren als Echinococcus multilocularis-positiv erkannt als bei
der Verwendung von anti-human-IgG-gesamt-Konjugaten.

Nicht geklart ist allerdings, welche Rolle 1gG 4-Antikérper im Rahmen der Immunreaktion
bei dieser Infektion spielen.

Die Meinung von MATOSSIAN & UWAYDAH (allerdings in einer Studie uber zystische Echi-
nokokkose, Befall durch Echinococcus granulosus), dafy ein positiver 1gG (gesamt)-ELISA nur
Exposition zum Erreger, ein positiver 1gG (gesamt)- und IgG 1-Test inaktive Zysten bei mogli-
cherweise immunen Individuen bzw. ein positiver 1gG 1- und IgG 4-Test entzindliche Prozes-
se bei aktivem Krankheitsgeschehen widerspiegeln, kann durch die Daten dieser Studie nur
sehr bedingt bestatigt werden (18).



Bei zwei Patienten (Nr. 11 u. 21) stimmen die positiven IgG 4- und 1gG 1 ELISA-Ergebnisse
mit einem aktiven Krankheitsgeschehen Uberein, bei allen ubrigen Patienten ist der I1gG 1-
ELISA bei positivem IgG 4-ELISA negativ. Weiters tritt der Fall, daf bei einem Patienten nur
der IgG (gesamt)-ELISA positiv ist, auch bel den hier untersuchten Personen auf (Nr. 9, 13, 22,
24); dies kann allerdings nicht nur auf Exposition, sondern muf} auf einen definitiven, klinisch
verifizierten Fuchsbandwurmbefall zurtickgefithrt werden.

Obwohl es nicht die Aufgabe dieser Arbeit ist, die Inmunabwehr bei Echinococcus multi-
locularis-Infektionen zu analysieren, sollen einige Hypothesen diskutiert werden, die sich auf
die speziellen Eigenschaften von 1gG 4-Antikdrpern beziehen.

In den Seren der betroffenen Patienten traten oft relativ hohe Extinktionswerte im IgG 4-
ELISA auf, wahrend sie im IgG 1-3-ELISA eher niedrig waren, was mit der Tatsache zusam-
menhangen koénnte, dafs 1gG 1 und 3 in hohem, 1gG 2 in mittelmaRigem Ausmaft an Antigen
gebunden die Kaskade der Komplementenzyme aktivieren kdénnen, wahrend 1gG 4 in dieser
Hinsicht vollkommen wirkungslos ist. Moglicherweise sind die sonst frei im Serum vorhande-
nen IgG 1-3-Antikorper bereits an die Korperoberfliche des Parasiten angeheftet, um das
Komplementsystem in Gang zu setzen und daher im Serum nur in geringer Konzentration
nachweisbar.

Eine zweite Moglichkeit der Anlagerung an die Parasitenoberflache besteht darin, dafs An-
tikorper auch an der antikdrperabhangigen zellvermittelten Zytotoxizitat beteiligt sein konnen
(wie es zum Beispiel bei Infektionen mit Trypanosoma cruzi, Schistosoma mansoni oder Fila-
rien bekannt und untersucht ist [21]) und sich zytotoxische Zellen wie Makrophagen, Neutro-
phile und Eosinophile Uber die Fc- und C3-Rezeptoren an den von Antikorpern umhullten Er-
reger anlagern und durch die Freisetzung ihrer Inhaltsstoffe schadigen kénnen.

Bei beiden Erklarungen geht man davon aus, dafs die Antikorper-Subklassen I1gG 1 bis 3
grundsatzlich vorhanden sind, jedoch im Verlauf der Immunantwort gebunden werden.

Andererseits gibt es Uberlegungen, daR 1gG 4-Antikdrper die Produktion bzw. die Effektor-
funktionen der restlichen Subklassen (17) und die Synthese von IgE (10) unterdriicken kdnnen,
was eine Erklarung fur die niedrigen spezifischen IgG 1-3-Serumspiegel bieten wurde.

Die Wichtigkeit der 1gG 4-Antwort wird auch bei anderen Parasitosen diskutiert; so tritt
zum Beispiel bei Befall mit Schistosoma mansoni eine deutliche Korrelation zwischen der Re-
sistenz gegen eine Reinfektion nach erfolgter Chemotherapie und Erhéhung der spezifischen
IgE-, 1gG 2- und 1gG 4-Antikorper auf.

Bei erhdéhtem IgE-Serumspiegel kommt es relativ selten zu Reinfektionen, wahrend erhéh-
te 1gG 4- und 1gG 2-Konzentrationen in den Patientenseren Reinfektionen zu beglinstigen
scheinen (11), was von den Autoren dahingehend interpretiert wird, dafy 1gG 4-Antikorper an-
tagonistisch zu IgE-Antikorpern wirken koénnten, indem sie die Aktivierung von Mastzellen
und Basophilen oder die IgE-abhangige zellvermittelte Zytotoxizitat, die von Monozyten, Eosi-
nophilen oder Blutplattchen moduliert wird, verhindern.

Auch bei Zystizerkose (Infektion mit den Larvernstadien von Taenia solium) berichten For-
schungsgruppen Uber eine bemerkenswerte IgG 4-Antwort (22), was mit der chronischen An-
tigenfreisetzung in Zusammenhang gebracht wird.

Besonderes Interesse vedient der Umstand, daR die Ergebnisse dieser Arbeit in guter Uber-
einstimmung mit den Resultaten von GOTTSTEIN et al. stehen, die kurzlich eine dhnliche Stu-
die, allerdings tiber experimentell mit Echinococcus multilocularis infizierte Mause, durchfithr-
ten (15), in der die parasitenspezifische zellulare und humorale Immunantwort bei empfangli-
chen und resistenten Mausestammen untersucht wurde.

Kurz zusammengefaldt stellte sich heraus, daf’ eine Resistenz von verschiedenen Mduse-
stdmmen (AKR, C57B1/6) und C57B1/10) gegen Echinococcus multilocularis mit der Fahigkeit
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Zusammenfassung

zur Synthese von spezifischen 1gG 1- und IgG 3-Antikdrpern gegen ein Lectin-bindendes
Kohlehydrat der Aufsenschicht des Parasiten assoziiert war; empfangliche Mause wiesen we-
der 1gG 1- noch IgG 3-Antikodrper und nur einen sehr niedrigen IgG 2a-Serumspiegel auf. Aus
diesen Ergebnissen und der Tatsache, dafy bei empfanglichen Mausen ein bemerkenswerter
Anstieg an CD8+-Zellen zu verzeichnen war, schlossen die Autoren, daf Unterschiede in der
Antigenerkennung (was moglicherweise von non-H-2-Genen kontrolliert wird) verbunden mit
einer Immunsuppression (was durch CD8+-Zellen und/oder Zytokine moduliert werden
konnte) iber Empfanglichkeit oder Resistenz gegenuber Echinococcus multilocularis ent-
scheiden.

Weiters stimmen unsere Ergebnisse mit den Resultaten von WEN & CRAIG weitgehend
Uberein, wenngleich die Autoren einen wesentlich hoheren Anteil an IgG 1-positiven Seren
von AE-Patienten (84%) in ELISA und Western Blot verzeichneten, was moglicherweise auf
Unterschiede in der Antigenpraparation zuriickzufihren ist.

Wichtig erscheint die Tatsache, daf’ mit dem IgG 4-Blot allein ein weit hoherer Prozentsatz
an Seren als Echinococcus multilocularis-positiv erkannt wurde als im normalen 1gG (ge-
samt)-Blot, was den Schlu nahelegt, daf® diese Methode sensitiver und vielleicht auch spezi-
fischer ist und in Zukunft zur Absicherung der Diagnose im Basis-Screening eingesetzt wer-
den sollte.

Innerhalb der in Tabelle 6 nach dem Reaktionsmuster der Seren im Western Blot zusam-
mengefalten Patientengruppen traten, wie schon erwahnt, keine Korrelationen zwischen Re-
aktionsmuster, Lokalisation des Parasiten, Chemotherapie und Krankheitsverlauf auf.

Die immunologische Rolle der 1gG 4-Antikorper im Rahmen einer Echinococcus multilo-
cularis-Infektion mufl noch endgiiltig geklart werden; Tatsache ist jedenfalls, dafs diese Sub-
klasse bei alveolarer Echinokokkose in hohen Konzentrationen auftritt.

Die Resultate der Studie haben eindeutig gezeigt, dals durch den Einsatz eines IgG-Sub-
klassen-ELISAs zwar keine wesentliche Verbesserung der Kontrolle des Krankheitsverlaufes
sowie des Therapieerfolges erreicht werden kann, dafy jedoch Tests zum Nachweis spezifi-
scher IgG 4-AntikOrper auf Basis eines Western Blots aufgrund ihrer hoheren Sensitivitat gro-
e Bedeutung zukommt.

Uberzeugend konnte dargelegt werden, da die Einbeziehung dieses Verfahrens in das
Testsystem zur Abklarung von Verdachtsféallen von alveolarer Echinokokkose zur Aufdeckung
sonst nicht erkannter Falle fuhren kann.

Der IgG 4-Western Blot sollte daher auch Eingang in die Routinediagnostik finden.

Seren von 29 Patienten mit klinisch verifizierter alveolérer Echinokokkose wurden mittels En-
zymimmuntests (ELISA) und Western Blot-Verfahren auf das Vorhandensein von spezifischen
Antikoérpern der 1gG-Gesamtfraktion sowie der Subfraktionen IgG 1 bis 4 Uberpruft. Zielset-
zung der Arbeit war es, durch Kombination der Testergebnisse bzw. durch den Vergleich mit
den Daten der Krankengeschichten der Patienten eine serologische Uberwachung der thera-
peutischen Mafinahmen gewahrleisten zu konnen.

Sowohl im ELISA als auch Western Blot zeigte sich, daR der 1gG 4-Antwort bei alveolarer
Echinokokkose grofie Bedeutung zukommt; im ELISA wurden bei etwa 10% der Seren die
hochsten und bei 83% die zweithdchsten Extinktionswerte bei 450 nm (vor bzw. nach den Ex-
tinktionswerten im 1gG [gesamt]-Test) im IgG 4-Test gemessen, mit dem IgG 4-Western Blot
sogar ein weitaus hoherer Anteil an Patientenseren (etwa 70%) Em-positiv erkannt als mit
dem bisher in der Routinediagnostik eingesetztem IgG (gesamt)-Blot (etwa 50%).
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Dennoch konnte auch bel Verwendung von 1gG-Subklassen-Tests keine wesentliche Ver-
besserung in der serologischen Uberwachung von Therapiemafnahmen und Krankheitsver-
lauf erreicht werden.

Echinococcus multilocularis, alveolare Echinokokkose, Serodiagnostik, 1gG-Subklassen, 1gG 4.

Differentiation of specific antibodies of the subfractions IgG1 to IgG4
In patients with alveolar echinococcosis

Immunglobulin G subclass-specific antibody responses were investigated in sera from 29
clinically confirmed AE patients by using Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) and
Western Blot technique. The aim of the study was to control therapy and course of the infec-
tion by combination of serological results and comparison with clinical data.

The results of our study show that the 1gG 4 antibody response seems to be particularly
Important in alveolar echinococcosis. In 10% of the sera the highest and in 83% the second
highest measured values of extinction (at a wavelength of 450 nm) were detected in the 1gG
4-ELISA (followed by/preceded by the values of extinction in the total-1gG-ELISA).

By using an IgG 4-Western Blot, even more sera (70%) were recognized to be Echinococ-
cus multilocularis positive than in the total-IgG-Western Blot (50%), which is usually perfor-
med in routine diagnostics. Thus, it is recommended to include an IgG 4-Western Blot in the
routine diagnostics. For an assessment of the effect of a chemotherapy tests for Echinococcus
multilocularis-specific antibodies of 1gG-subclasses are, however, of very limited significance.

Echinococcus multilocularis, alveolar echinococcosis, serodiagnosis, 1gG subclasses, 1gG 4.

Verzeichnis der verwendeten Abkiirzungen

alveolare Echinokokkose
Blut(korperchen)senkungsreaktionsgeschwindigkeit
Enzyme Linked Immunosorbent Assay
Echinococcus multilocularis
Gamma-Glutamyl-Transferase

Indirekter Hamagglutinationstest

Indirekter Immunfluoreszenztest
Radioimmunoassay

Western Blot

Zentralnervensystem
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