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Osterreich hat im Jahre 1975 — als erstes Land der Welt — eine obligatorische Toxoplasmose-
Uberwachung wahrend der Schwangerschaft eingefiihrt. Sie basiert auf dem Faktum, daB eine
diaplazentare Ubertragung nur bei einer erstmals wahrend der Graviditat erfolgten Infektion
mit Toxoplasma gondii moglich ist, dafy eine solche Infektion serodiagnostisch aufgedeckt
und daf durch unverzigliche Behandlung eine diaplazentare Infektion oder Schadigung des
schon infizierten Foetus mit hoher Wahrscheinlichkeit verhindert werden kann. Im Gefolge
dieser seit 1975 durchgefiihrten Toxoplasmose-Uberwachung sank wahrend der letzten 20
Jahre die Inzidenz der pranatalen Toxoplasmose von ursprunglich 50 - 70 auf weniger als
eine pro 10.000 Geburten zur Folge (1, 2, 3, 6, 10, 15).

Seit EinfUhrung des serologischen Toxoplasmose-Screenings der Schwangeren vor nun-
mehr 20 Jahren werden in Osterreich als Basistests der Indirekte Immunfluoreszenztest (IIFT)
oder alternativ der Sabin-Feldman-Test (SFT) eingesetzt (5, 9, 14). Eine Serokonversion von
negativ zu positiv, ein bei der Erstuntersuchung im Basistest erhobener hoher Antikorperspie-
gel oder auch eine deutliche Titersteigerung um zwei Stufen (oder mehr) sowie der Nachweis
spezifischer IgM-Antikorper mittels 1IFT oder ISAGA oder eines (quantifizierbaren) ELISA gal-
ten in der Vergangenheit und gelten auch derzeit als Indikatoren einer frischen Infektion. In
der Mehrzahl der Falle ist mit diesen Tests auch eine klare Aussage zu treffen. Zur Abklarung
,sogenannter” fraglicher Falle und zur weiteren Bestatigung des Verdachts auf eine frische In-
fektion verwenden wir seit langerer Zeit in unserem Routinelabor fallweise auch Tests zum
Nachweis spezifischer Antikorper der Klasse A mittels ELISA und/oder ISAGA (13).

Im folgenden werden nun beispielhaft drei Falle vorgestellt, die vor allem aufgrund der
Ergebnisse der durchgefiihrten Zusatztests zu Problemféallen wurden.

Insgesamt wurden 17 konsekutive Seren von drei schwangeren Frauen auf spezifische Anti-
korper gegen Toxoplasma gondii-Antigen getestet. Die Erstuntersuchung erfolgte in der 9.
(Schwangere 1 + 3) bzw. 10. Schwangerschaftswoche/SSW (Schwangere 2). Von den Schwan-
geren | + 2 standen je sechs, von der Schwangeren 3 insgesamt funf Serumproben zur Verfi-
gung. Der Beobachtungszeitraum erstreckte sich von der 9. - 28. SSW (Schwangere 1), 10. - 25.
SSW (Schwangere 2) bzw. von der 9. - 34. SSW (Schwangere 3).

Alle 17 zur Verfugung stehenden Seren wurden mittels folgender serologischer Testmethoden
auf spezifische Antikorper gegen Toxoplasma gondii-Antigen getestet:
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Tabelle 1:

Ergebnisse der serologischen Untersuchungen der Schwangeren 1.

Basistests

Indirekter Immunfluoreszenztest (IIFT)

Als Antigen wurden auf Hep2-Zellen kultivierte
I i und auf Glasobjekttragern fixierte Trophozoi-

Zeitpunkt der Blutabnahme

Tests 9.SSW  12.SSW 14.SSW 17.SSW 21.SSW 28.SSW ten von Toxoplasma gondii (RH-Stamm) ver-

IIFT
(Titer) 1:256 1:64

SFT

(Titer) 1:100 1:100
IFT-IgM

(Titer) <1:12 <1:12

ISAGA-IgM
(ISAGA-Einheit) 7 I

ISAGA-IgA
(ISAGA-Einheit) 12 12

ELISA-IgG
(IE) 100 150

ELISA-IgA
(MANI) 45 45

SSW = Schwangerschaftswoche

Zusatztests

wendet. Die Schwangerenseren wurden mit
PBS verdunnt und in 4er Verdinnungsstufen
1:64 1:64 1:64 1:16 (1:16, 64, 256, 1024, 4096) auf die Objekttrager
aufgebracht. Nach einstindiger Inkubation bei

1:100 1:200 1:100 1100 Zimmertemperatur und einem Waschvorgang
<y <i1o PR <1 (PBS) wurde FIT.C—markiertes A.ntihuman IgM +
’ : ) : IgA + 1gG (Fluoline ,H", BioMérieux/Osterreich)

0 " . 0 auf die Reaktionsstellen der Objektirager auf-
gebracht. Nach einer weiteren einstundigen In-

12 (2 12 10 kubationszeit (bei Zimmertemperatur) und ei-
ner zweiten Waschprozedur wurden die Ob-

120 150 100 150 jekttrager mit Phosphat-gepuffertem Glyzerin
betropft und mit einem Deckglas versehen. Die

69 65 > 100 30 Ablesung erfolgte in einem Fluoreszenzmikro-
- —————————————  skop der Firma Reichert. Die Testergebnisse
wurden in Titerstufen angegeben.

Sabin-Feldman-Test (SFT)

Der Test wurde nach den Angaben der Autoren A. B. SABIN und H. A. FELDMAN (14) im Mikro-
system und modifiziert nach M. LEONG und G. DESMONTS (9) durchgefuhrt, die Beurteilung
des Titerendpunktes erfolgte mittels eines Phasenkontrastmikroskops.

Indirekter Immunfluoreszenztest zum Nachweis spezifischer IgM-Antikorper (IIFT-IgM)

Die Testdurchfihrung war ahnlich jener des IIFT; die Seren wurden nach einer Vorbehand-
lung mit einem Absorbens zum Entfernen von Rheumafaktoren (Behring/Osterreich) in 2er
Verdunnungsstufen (1:12, 24, 48, 96) auf die Glasobjekttrager aufgebracht. Die Markierung der
Antikorper erfolgte mit einem FITC-konjugierten Antihuman-IgM (Fluoline ,M“, BioMérieux/
Osterreich). Die Ergebnisse wurden in Titerstufen angegeben.

Immunosorbent-Agglutinations-Assay (ISAGA) zum Nachweis von IgM- und IgA-Antikérpern
(ISAGA-plus)

Die Testdurchfuhrung und Auswertung erfolgte nach den Richtlinien des Herstellers (BioMé-
rieux/Osterreich). Die Ergebnisse wurden in ISAGA-Einheiten (I - 2; Grenzwert: ISAGA-Ein-
heit 7) angegeben.

Enzymimmuntest zum Nachweis spezifischer 1gG-Antikorper (ELISA-IgG)

Es wurde ein Testkit (VIDAS G) der Firma BioMérieux/Osterreich verwendet. Die Testdurch-
fihrung und Auswertung erfolgte nach den Richtlinien des Herstellers. Die Angabe der Ergeb-
nisse erfolgte in Internationalen Einheiten (IE) bei einem Cut-off von 10 IE.

Enzymimmuntest zum Nachweis spezifischer IgA-Antikorper (ELISA-IgA)

Es wurde ein Testkit der Firma SFRI-Laboratoire/Frankreich verwendet. Die Testdurchfiith-
rung erfolgte nach den Richtlinien des Herstellers. Die Auswertung basierte auf dem Vergleich
der Extinktionen des Testserums und eines Negativpools: Die Testergebnisse wurden in MANI
(Mehrfache Aktivitat Nicht-Infizierter) angegeben, die Grenze zwischen negativ und positiv
liegt bei 10 MANL
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Tabelle 2:

Ergebnisse der serologischen Untersuchungen der Schwangeren 2.

Zeitpunkt der Blutabnahme

10. SSW

18.SSW  22. SSW  25. SSW

(MANTI) 15

Tests 13.SSW  16. SSW
UFT
(Titer) 1:256 1:64 1:64 1: 256 11 64 1: 64
SFT
(Titer) 1:500 1:2000 1:2000 1:1000 1:1000 1:1000
NFT-IgM
(Titer) 1:12 1:24 1412 1:12 1:12 1:12
ISAGA-IgM
(ISAGA-Einheit) 12 12 10 12 12 12
ISAGA-IgA
(ISAGA-Einheit) 12 I 12 12 12 10
ELISA-IgG
(IE) 200 150 200 155 110 200
ELISA-IgA

30 15 15 15 10

SSW = Schwangerschaftswoche

Tabelle 3:

Ergebnisse der serologischen Untersuchungen der Schwangeren 3.

Ergebnisse

Die Ergebnisse der serologischen Untersu-
chungen der drei schwangeren Frauen sind in
den Tabellen 1-3 zusammengefaflt. Die Ergeb-
nisse der Basistests (IIFT, SFT) zeigten bel den
Schwangeren 1 und 2 sowohl bei der Erst- als
auch bei den Folgeuntersuchung niedrige bis
mittlere Titer (IIFT: 1:16 - 1:256; SFT: 1:100 -
1:2000). Bel der Schwangeren 3 wurde bei der
Erstuntersuchung ein Titer von 1:1000 (IIFT)
bzw. 1:8000 (SFT) erhoben. Im IIFT-IgM waren
16 der 17 getesteten Seren negativ (Titer
<1:12), ein Serum zeigte einen positiven Wert
(1:24). Der ISAGA-IgM war bei den Schwange-
ren 1 und 2 deutlich positiv (ISAGA-Einheiten
9 - 12), bei der Schwangeren 3 war nur die
2. Serumprobe deutlich positiv (ISAGA-Einheit
10). Die Zusatztests ISAGA-IgA und ELISA-IgA
erbrachten bei allen drei Schwangeren deut-
lich positive Ergebnisse.

Diskussion

Alle drei aus dem Patientengut des Instituts
ausgewahlten Falle stellen Problemfélle dar,
weil bei keiner der hier vorgestellten Schwan-
geren primar ein Hinweis fur eine Frischinfek-

Zeitpunkt der Blutabnahme tion (Serokonversion, Titersteigerung um 2 Ti-

terstufen oder mehr, hoher Antikorperspiegel

Tests 9. SSW 16.SSW  22.SSW  28.SSW  34.SSW im Basistest, deutlicher IgM-Nachweis) gege-
ben war. Die bei der Durchfiihrung von Zu-

fITTu) (1000 1. 256 I 256 1. 256 1. 256 satztests erhobgnen Befunde lie@en jedoch gin
SET rezentes lnfekflonsgescheher.l nicht gusschl}e—
(Titer) 1:8000  1:8000  1:4000  1:8000  1:4000 Ben: In den Fallen I u. 2 zeigten beide Basis-
1IFT-1gM tests (IIFT und SFT) niedrige bis mittlere Titer
(Titer) <1:12 <1:12 <1:12 <1:12 <1:12 von 1:256 bzw. 1:500 (Fall 1) oder 1:1000 (Fall
ISAGA-IgM 3), der IIFT-IgM war bei der Schwangeren 1
(ISAGA-Einheit) 6 10 6 4 6 negativ, bei der Schwangeren 2 grenzwertig
ISAGA-IgA positiv (1:12). Im Fall 3 wurde (bei der Erstun-
(ISAGA-Einheit) 10 12 10 9 9 tersuchung) sowohl im IIFT mit 1:1000 als
ELISA-IgG auch im SFT mit 1:8000 ein hoher Antikorper-
(IE) 300 250 300 300 250 spiegel gemessen, der 1IFT-IgM war jedoch ne-
ELISA-IgA gativ. In allen drei Féallen konnten die bei der
(MANI) > 100 > 100 > 100 > 100 > 100 Erstuntersuchung erhobenen Befunde auch bei
. den durchgefuhrten Folgeuntersuchungen im

SSW = Schwangerschaftswoche wesentlichen bestatigt werden; Schwangere 1: 1:64 im IIFT und 1:100 im SFT, Schwangere 2:

1:64/256 im IIFT und 1:1000/2000 im SFT, Schwangere 3: 1:256 im IIFT und 1:4000/8000 im
SFT. Spezifisches IgM war bei den Schwangeren 1 und 3 im IIFT-IgM nie nachweisbar, bei der
Schwangeren 2 zeigten sich nur grenzwertig positive Titer von 1:12 (ein einziges Mal 1:24).
Aufgrund der Ergebnisse der Basistests (IFT und SFT) und des routinemafig eingesetzten
IIFT-1gM konnte daher in allen drei Fallen eine ,alte” (latente) Toxoplasma-Infektion abgeleitet

werden.
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Die Ergebnisse der Zusatztests, insbesondere jener zum Nachweis von IgA-Antikdrpern
(ISAGA-IgA und ELISA-IgA) liefsen jedoch ein rezentes Infektionsgeschehen in allen drei Fallen
annehmen, zumindest konnte ein solches nicht ausgeschlossen werden. Immerhin gilt der
Nachweis von spezifischem IgA (zusammen mit dem Nachweis von IgM) als wichtiges Indiz fur
ein rezentes Infektionsgeschehen (7, 11), wenngleich natirlich insbesondere bei Neugebore-
nen (8, 12) und immunkompromittierten bzw. AIDS-Patienten (8).

Die im ISAGA-IgM vor allem bei den Schwangeren 1 und 2 erhobenen hohen Indices von
11 und 12 bei negativem bzw. grenzwertig positivem [IFT-IgM konnen hingegen nicht unbe-
dingt als Ausdruck eines rezenten Infektionsgeschehens gesehen werden, sondern sind viel-
mehr als persistierende IgM-Antikorper zu interpretieren; IgM-Antikorper sind mit genugend
sensitiven Tests bekanntlich jahrelang nachweisbar; dies gilt grundsatzlich ebenso fur IgA-
Antikérper. Die ELISA-IgG-Ergebnisse waren durchwegs deutlich positiv und bestatigen (nur)
die mittels der Basistests erhobenen Befunde. Es muf also offen bleiben, ob in diesen drei
hier vorgestellten Fallen tatsachlich die Gefahr einer Infektion der Ungeborenen bestanden
hat oder nicht. In jedem der drei Falle wurde jedenfalls ein rezentes Infektionsgeschehen un-
terstellt und eine spezifische Therapie durchgefuhrt. Dies entspricht der grundsatzlichen Stra-
tegie, in Zweifelsfallen auf jeden Fall zu behandeln, wobei allerdings — in Abhdngigkeit von
den jeweils vorliegenden Befunden — unterschiedliche Behandlungsschemata (4) eingesetzt
werden; bei Uberzeugender Begrindung kann die Therapie abgebrochen werden. Wir folgen
diesem Vorgehen seit Einfihrung des Screenings mit Erfolg. Selbstverstandlich sind wir be-
miuht, die Zahl solcher ,Sicherheitstherapien” moglichst niedrig zu halten. Deshalb empfehlen
wir im Verdachtsfall auch Amniozentese und PCR mit dem Fruchtwasser. Umso dringlicher
erscheint uns die Entwicklung leistungsfahiger ,Entscheidungstests”, mit denen schon anhand
des ersten Serums Uberzeugend geklart werden kann, ob die Infektion vor oder wéhrend der
Schwangerschaft eingetreten ist. Derzeit werden auch von uns nicht geringe Hoffnungen in
den Aviditatstest in einer weiterentwickelten Form gesetzt.

Anhand dreier aus dem Patientengut des Instituts ausgewahlter Falle wird die Problematik bei
der Interpretation serologischer Ergebnisse von Basistests (Indirekter Immunfluoreszenztest/
IIFT, Sabin-Feldman-Test/SFT) und Zusatztests (IIFT und ISAGA zum Nachweis spezifischer
IgM-Antikorper; ELISA und ISAGA zum Nachweis spezifischer IgA-Antikorper) aufgezeigt. In
allen drei Fallen konnte trotz (oder gerade wegen?) des Einsatzes mehrerer Tests eine Toxo-
plasma-Primoinfektion weder ausgeschlossen noch sicher bewiesen werden.

Toxoplasma gondii, Schwangeren-Screening,
IIFT, SFT, IFT-IgM, ISAGA, ELISA.

Toxoplasmosis screening of pregnant women in Austria —
Puzzling results in serodiagnosis

Based upon three selected cases of pregnant women it is demonstrable that even despite (or
possibly due to) the application of several serological tests, i. e. indirect immunofluorescence
test/1IFT, Dye-test (SFT), IIFT and ISAGA for the detection of specific IgM and ELISA and
ISAGA for the detection of specific IgA, the interpretation of results of serological tests proved
to be difficult. In none of the three cases a primary Toxoplasma infection could be excluded
or confirmed convincingly.

Toxoplasma gondii, serological screening of pregnant women,
IIFT, SFT, lIFT-IgM, ISAGA, ELISA.
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