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Unter dem Begriff  Larva migrans visceralis” (LMV), der von BEAVER et al. (3) gepragt wurde, wer-
den Krankheitserscheinungen beim Menschen zusammengefaRt, die durch die extraintestinale
Wanderung verschiedenster Nematodenlarven, insbesondere der Spezies Toxocara canis, T. cati,
Ascaris suum, Capillaria hepatica, Dirofilaria spp. und Gnathostoma spinigerum (1), hervorgerufen
werden. Auch die Larven des Waschbarspulwurms, Baylisascaris procyonis, sind als humanpatho-
gen beschrieben worden (4, 14). Der Hundespulwurm, Toxocara canis, ist aber wohl der haufigste
Verursacher des LMV-Syndroms. Daf} Infestationen des Menschen mit dieser Spulwurmspezies
nicht nur auf Regionen mit geringem hygienischen Standard beschrankt sind, sondern auch in
europdischen Landern mit hohem Hygienestandard anzutreffen sind, belegen seroepidemiologi-
sche Studien, bei denen Seropravalenzraten bis zu 7% gefunden wurden (13, 16, 22, 23, 24, 25).

Fir die Nematoden aus der Familie der Ascarididae Ascaris suum (Schweinespulwurmy), Toxocara
spp. und Toxascaris leonina stellt der Mensch einen Fehlwirt dar. Die Infektion erfolgt durch die orale
Aufnahme embryonierter Eier Uber kontaminierte Hande oder Nahrung. Die Larven schliipfen im
Dunndarm, penetrieren die Darmschleimhaut und kénnen aktiv oder auf hdmatogenem Weg
grundsétzlich in alle Organe des Korpers gelangen und dort Schadigungen der Gewebe, sowie
allergische Reaktionen hervorrufen (11). Auch die Larven von Ascaris lumbricoides, fur den der
Mensch den naturlichen wirt darstellt, konnen durch die in ihrem Entwicklungszyklus obligatori-
sche somatische Wanderung gesundheitliche Probleme, vor allem pulmonale Beschwerden, verur-
sachen. Uber Infestationen des Menschen mit Toxascaris leonina, einer Spulwurmspezies, die in
Hunde- und Katzenartigen parasitiert, ist sehr wenig bekannt (13, 19). Die Larven kénnen aber in
Fehlwirten, wie z. B. bei experimentell infizierten Mausen gezeigt wurde (21), durch die Gewebe
wandern und einige Zeit lang am Leben bleiben. Die Humanpathogenitat dieser Spulwurmart darf
daher nicht ausgeschlossen werden.

Da der Mensch flir Ascaris suum, Toxocara canis ebenso wie flr Toxascaris leonina einen Fehlwirt
darstellt, erreichen diese Spulwurmarten in ihm nie (oder so gut wie nie) die Geschlechtsreife. Das
bedeutet, daf’ ein direkter Erregernachweis - z. B. durch die Eier im Stuhl - nicht durchgefuhrt wer-
den kann; auch der histologische Nachweis der Larven ist eine Seltenheit (2).
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Toxocara-Infestationen des Menschen bleiben meist unbemerkt, da die klinische Symptomatik
des LMV-Syndroms (Bauchschmerzen, Fieber, Bronchitis und Ubelkeit) unspezifisch ist und erst in
Zusammenhang mit einer Eosinophilie und/oder Hypergammaglobulinamie an eine extraintesti-
nale Helminthose denken 1af3t.

Die klinische Verdachtsdiagnose kann aber leicht durch den Nachweis von spezifischen
Antikdrpern - meist gegen die hochspezifischen exkretorisch/sekretorischen (E/S-) Antigene -
bestatigt werden. Die nahe Verwandtschaft der erwdhnten Ascarididen-Spezies bedingt naturlich
zahlreiche Antigengemeinschaften. Sie erschweren durch immunologische Kreuzreaktionen die
spezifische Diagnostik erheblich (8, 12, 17, 19).

Im Rahmen dieser Untersuchung sollte die Frage geklart werden, welche somatischen Antigene
von den in Mitteleuropa autochthon vorkommenden Askariden Ascaris suum, Toxocara canis und
Toxascaris leonina im Westernblot besonders immunreaktiv sind und wie sich die humorale
Immunantwort, im IgG und den Subklassen IgG, .4 manifestiert.

Aus adulten Exemplaren von Ascaris suum, Toxocara canis und Toxascaris leonina wurden somati-
sche Antigene hergestellt (18). Die Ascaris-Wirmer stammten vom Schlachthof St. Marx, Wien,
adulte Toxocara canis wurden freundlicherweise von der Veterinarmedizinischen Universitat Wien
und Toxascaris lconina von der Bundesanstalt fur Viruskrankheiten der Tiere Wusterhausen,
Deutschland, zur Verfligung gestellt.

Nach Entfernung der Uterusschlauche aus den weiblichen Tieren wurden die Wirmer in kleinere
Stucke zerteilt. Danach wurden je 5 g ,Wurmsticke” in 20 ml phosphatgepufferter Saline (PBS, pH
7,2) aufgenommen und mit einer 0,2 M wasserldslichen Protease-Inhibitoren-Losung, bestehend
aus Ethylendiamintetraessigsdaure-Dinatriumsalz (EDTA), Ethylenglycolbis(2-aminoethylether)-
tetraessigsaure (EGTA), N-Ethylmaleimid (NEM), sowie mit einer 0,33 M Phenylmethylsulphonyl-
fluorid-Losung (PMSF), versetzt. Anschliefend wurde dieses Gemisch mit einem Ultraturrax homo-
genisiert. Nach zwei Zentrifugationsschritten (12.000 g, 20 min.) wurde der Uberstand abgehoben,
aliquotiert und bis zur weiteren Verwendung bei —-20°C eingefroren.

Die somatischen Antigene wurden in einem Gradientengel (8 - 18%) unter Verwendung des
Elektrophoresesystems Pharmacia Biotech (Schweden) aufgetrennt. Die Auftrennung der einzel-
nen Extrakte erfolgte bei 2 mA/cm Gel unter reduzierenden und unter nicht reduzierenden Bedin-
gungen [SDS-Probenpuffer pH 6,8: 378 mg Tris, 2,3 g SDS, 5 ml Glyzin (87%), 1,25 ml
Bromphenolblau (1% in Athanol), auf 50 ml A. dest,, beim reduzierenden Puffer zusatzlich 2,5 ml
Merkaptoethanol]. Die Proteine wurden mitlels Coomassie-Farbung sichtbar gemacht.

Die relativen Molekulargewichte der einzelnen Proteinbanden wurden nach den mitgefuhrten
Proteinstandards (Amersham Life Science/England) bestimmt. Nach der Titration der somatischen
Antigene von Ascaris suum, Toxocara canis und Toxascaris leonina, erwiesen sich folgende Konzen-
trationen pro cm Gel als am besten geeignet: Ascaris suum: 1,25 ul Antigen, Toxocara canis:
2,5 ul Antigen, Toxascaris leonina: 6 pl Antigen.

Die unter reduzierenden Bedingungen (pH 6,8) aufgetrennten Proteine von Ascaris suum, Toxocara
canis und Toxascaris leonina wurden nach der SDS-PAGE auf Nitrozellulose (0,2 um Porengrof3e,
BioRad/USA) transferiert (10 V, 1,3 W und 36 min). Danach wurde die Nitrozellulose in ca. 4 mm
breite Streifen geschnitten; unspezifische, freie Bindungsstellen wurden mit 3%igem Rinderalbu-
min in PBS blockiert (1 Stunde bei 37°C). Anschlieend wurden die Nitrozellulosestreifen mit den
Patientenseren (Tab. 1) Uberschichtet und Uiber Nacht bei 4°C inkubiert. Nach einem 15minutigen
Waschvorgang (PBS/Tween 20) wurden die Streifen in die mit 3%igem Rinderalbumin verdiinnte
Sekundarantikorperlosung (Konjugat) gelegt. Getestet wurde auf reaktives IgG und die Subklassen
1gG,.4. Dafur wurden folgende Konjugate verwendet: Peroxidase-konjugiertes-Ziege-Antihuman-



Tabelle 1:

IgG (Jackson Immuno Res. Lab./USA) und Peroxidase-konjugierte-Maus-

verwendete Serum- und Konjugatverdinnungen in der Antihuman-IgG, 4 (Zymed Lab. Inc./USA). Nach 2 Stunden Inkubation bei
Westemnblot-Testreihe nach Schachbrett-Titration. 37°C und einem abermals folgenden Waschvorgang wurden die Antigen-Anti-
] korper-Komplexe durch die Farbreaktion des Substrates (10 ml Methanol, 30
Westernblot Serumver- Konjugat- mg Chlornaphtol, 50 ml PBS, 20 ul 30%iges H,O, ) sichtbar gemacht.
diinnung verdiinnung
19G 1 200 1500 Patienten- und Probandenkollektive
Eg; 131288 }fggg Es wurden 24 verschiedene Seren von Patienten/Probanden auf spezifisches
1gGs 1. 400 1:500 IgG und IgG, 4 getestet. Folgende Gruppeneinteilung wurde getroffen:
18G4 I: 400 1:500
Gruppe 1 Sechs Seren, die sich im Toxocara-E/S- und Ascaris-E/S-ELISA und Westernblot als negativ her-
ausgestellt hatten, sollten als negative Kontrollgruppe dienen.
Gruppe 2 Sieben Seren, in denen in Vorversuchen Antikorper gegen exkretorisch/sekretorische Antigene
von Ascaris suum nachgewiesen worden waren.
Gruppe 3 Acht Seren stammten von Patienten, bei denen in Vorversuchen Toxocara-E/S-spezifische Anti-
korper festgestellt worden waren. Diese Patienten zeigten auferdem mit LMV oder OLM (das
Okulare Larva migrans-Syndrom kann nach Invasion von Nematodenlarven in das Auge entste-
hen) assozierte Symptomatik.
GCruppe 4  Bei drei Seren waren sowohl Ascaris-spezifische, als auch Toxocara-spezifische Antikorper festge-
stellt worden.
Ergebnisse  Die elektrophoretische Auftrennung der nativen, somatischen Proteinextrakte von Ascaris suum
SDS-PAGE und Toxocara canis erbrachte mehr als 30 Proteinbanden im Bereich von 10 kDa bis >200 kDa. Das

Ascaris suum-Westernblot

Toxocara canis-Westernblot
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somatische Antigen von Toxascaris Iconina wies jedoch nur weniger als 10, zum Teil tUberdies
schwache Banden auf (Abb. 1).

Die IgG- und 1gG, .4-Westernblot-Analysen ergaben insgesamt 12 immunreaktive Banden bzw.
Bandencluster (10, 14, 22, 30, 33, 37, 42, 46, 50, 59, 152 und 190 kDa), wobei 1gG, und IgG, die mei-
sten Banden detektierten. Im 1gG,-Westernblot reagierten alle 24 Seren positiv, wobel die drei Seren
von ,LMV/OLM-Patienten” (Gruppe 3) das 59 kDa-groRe Protein nicht erkannten und auch 4 von
den ,Ascaris-positiven” Seren (Gruppe 2) nicht das gesamte Proteinprofil markieren konnten. Im
1gG,-Westernblot wurde das 12bandige Proteinprofil sogar von 21 der insgesamt 24 Seren erkannt.
Die Subklassen 1gGs und IgG4 zeichneten sich durch eine wesentlich geringere Reaktivitat aus.
1gGs-Antikorper bildeten nur mit den Proteinen im mittleren Molekulargewichtsbereich (59, 50, 46,
42,37 und 33 kDa) Antigen-Antikorper-Komplexe. Im IgG4-Westernblot wurde lediglich die 33 kDa-
Bande detektiert. Dieses 33 kDa grofée Protein erwies sich in allen 5 durchgefihrten Westernblots
(1gG-, 1gG, 4) als das dominierende immunreaktive Protein (Abb. 2). In allen 24 Seren wurden Anti-
korper gefunden, die sich an das somatische Antigen von Ascaris suum binden konnten.

In den Westernblots mit den somatischen Antigenen von Toxocara canis und den Konjugaten gegen
IgG und 1gG, .4 konnten 7 immunogene Banden mit den Molekulargewichten 14, 42, 53, 60, 90, 220
und >220 kDa detektiert werden. Die Reaktivitat ist wiederum vom 1gG, bis zum IgGy, im Hinblick
auf die Detektion der 7 immunogenen Banden, abnehmend. Nur mit dem Gesamt-1gG-Konjugat
konntenin 10 Seren die >200 kDa, bzw. mit 6 Seren die 220 kDa Bande detektiert werden. Die Seren
stammten aus allen vier Patienten/Probanden-Gruppen. Im 1gG,-Westernblot erkannten 6 Seren
aus der OLM- bzw. LMV-Gruppe (Gruppe 3) ein 14 kDa grofdes Protein. In der kumulativen Darstel-
lung des mit den einzelnen Subklassen reaktiven Antigens prasentierte sich die immundominante
Bande im 42 kDa-Bereich (Abb. 3).
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Abbildung 1:

SDS-PAGE der somatischen Antigene, gefarbt mit Coomassie-Blau. Ascaris suum-Antigen unter
reduzierenden (1) und unter nicht reduzierenden Bedingungen (2), Toxocara canis-Antigen unter
reduzierenden (3) und unter nicht reduzierenden Bedingungen (4), Toxascaris leonina unter redu-
ziernden (5) und unter nicht reduzierenden Bedingungen (6), Proteinstandard in kDa (M).
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Abbildung 2:

Immunreaktive Proteine im somatischen Antigen von Ascaris suum. Auf der Y-Achse sind alle Seren,
die die jeweiligen Proteine (X-Achse) erkannt haben, aus allen 5 Tests zusammengefaft.

Toxascaris leonina-Westernblot

Auch im IgG-Westernblot mit dem Toxascaris-
Antigen konnten 5 immunreaktive Banden mit
den Molekulargewichten 23, 30, 34, 45 und 52
kDa gefunden werden. 13 von den insgesamt
24 Seren detektierten im IgG,-Westernblot die
33 kDa-Bande, wobei sich unter diesen 13
Seren alle 11 Seren befanden, die zur Gruppe
der ,Toxocara-positiven” (Gruppe 3 und 4)
gezahlt wurden. Wahrend vom 1gG, die 34 kDa
erkannt wurde, detektierte das 1gG, aus 16
Seren (aus allen Gruppen) die 45 kDa-Bande.
Die 1gGs- und IgG4-Westernblots blieben ohne
immunreaktive Banden. Als dominant-
immunreaktives Protein stellte sich eine 34
kDa grofse Bande in der kummulativen Dar-
stellung heraus (Abb. 4).

Diskussion

Aufgrund der engen Verwandtschaft und der
daraus resultierenden Antigengemeinschaf-
ten zwischen einzelnen Nematodenarten
ergeben sich Probleme in der Serodiagnostik.
Vor allem die Spezies-spezifische Serodiagno-
stik von Toxocara spp. ist, abgesehen von
anderen Faktoren, erschwert durch das Pro-
blem der immunologischen Kreuzreaktivitat
und zwar innerhalb des Genus Toxocara (19)
oder zwischen Toxocara canis und Ascaris
suum (5, 6, 7) oder Anisakis simplex, Toxocara
canis und Ascaris suum (9). Diese Tatsache und
die doch relativ grofe Haufigkeit von
Nematodeninfestationen des Menschen - vor
allem mit Toxocara-Larven (22,23, 24) - veran-
lassen viele Arbeitsgruppen, sich naher mit
Nematodenantigenen zu beschéftigen.

Ziel der Untersuchung war es, somatische
Antigene der Nematoden Ascaris suum, Toxo-
cara canis und Toxascaris leonina hinsichtlich
ihrer Immunreaktivitdt im Westernblot zu
untersuchen und sie zu charakterisieren.

In unserem Fall erbrachte die elektrophore-

tische Auftrennung in der SDS-Page der somatischen Extrakte von Ascaris suum und Toxocara canis
zahlreiche Proteinbanden im Bereich von 10 kDa bis >220 kDa. Wie in Abbildung 1 zu sehen ist,
konnten mit Coomassie-Blau weit weniger Proteine im Toxascaris-Antigen sichtbar gemacht wer-
den als bei den beiden anderen Antigenen. Der Grund dafiir konnte eine Degradation der nativen
Proteine sein, denn die Toxascaris leonina-Wirmer stammten aus Deutschland und befanden sich
einige Tage lang auf dem Transportweg, so daf wahrscheinlich organismeneigene Proteasen
Struktur- und andere Proteine abbauen konnten. Andererseits fanden auch PAGe und Mitarbeiter
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Abbildung 3:

Immunreaktive Proteine im somatischen Antigen von Toxocara canis. Auf der Y-Achse
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beiter (15) zeigten in ihrer Studie uber die humorale
Immunantwort gegen Trichuris trichiura, daf im
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Immunoblot mit verschiedenen Nematodenantige-
nen die 1gG,-Antikorper die breitesten Bandenprofile

markierten, die Antworten auf niedermolekulare

28 Antigene blieb auf 1gG, und 1gG4 beschrankt und
i IgG,-Antikorper reagierten eher mit hohermolekula-
20 ren Antigenen.
15 Daf3 die Reaktivitat im Westernblot mit dem Toxas-
caris leonina-Antigen so gering ausfiel, ist vielleicht
- auf die Tatsache zurtuckzuftihren, daft das Antigen
5 selbst kein so ausgepragtes natives Bandenprofil
J_. l zeigte, wie Ascaris suum- und Toxocara canis-Anti-
0 i . . 3
23kDa 30 kDa 34KkDa 45kDa 52kDa gene PAGF et al' (19) kon_nten aUCh Z.elgen’ daB SlCh
. ) einige gleiche, konservative Banden im somatischen
Immunreaktive Proteine : . ; .
Antigen von Toxocara canis und Toxascaris leonina
Abbildung 4: ey,
Immunreaktive Proteine im somatischen Antigen von Toxascaris leonina. Auf der Y-Achse Interessant ist aber jedenfalls, daf® alle Seren im
sind alle Seren, die die jeweiligen Proteine (X-Achse) erkannt haben, aus allen 5 Tests Immunoblot mit allen drei Antigenen reagierten, auch
zusammengefaft.
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diejenigen die als negative Kontrollgruppe (Gruppe 1)
angenommen wurden, ebenso diejenigen, bei denen Antikorper gegen nur eine Spezies im E/S-
ELISA bzw. E/S-Westernblot festgestellt worden waren (Gruppe 2 und 3). Mit diesen Westernblots,
bei denen somatische Antigene verwendet wurden, kénnen keine Einteilungen in Patienten mit
oder ohne Nematodeninfestationen getroffen werden. Es konnte auch nicht festgestellt werden, ob
einzelne immunreaktive Proteine ganz spezifisch einem der 4 Serumkollektive zugeordnet werden
kénnen, da die Kollektive insgesamt viel zu klein waren. Da alle 24 Seren mit den Nematodenanti-
genenreagierten, liegt der Schluf nahe, daf alle 24 Patienten und Probanden schon irgendwann in
ihrem Leben mit irgendeiner Ascarididen-Spezies infiziert gewesen sind. Auferdem ist es wahr-
scheinlich, daR die einzelnen Antigene zahlreiche immunologisch kreuzreaktive Proteine enthiel-
ten und dafy deshalb so zahlreiche immunreaktive Banden gefunden wurden. Eine weitere
Moglichkeit ware, dafs es in den Westernblots zu unspezifischen Protein-Proteinbindungen gekom-
men ist und deshalb so viele immunreaktive Banden auftraten.
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Von Seiten der Serodiagnostik wird mit Recht weitaus mehr Augenmerk auf die metabolischen
(E/S-) Antigene gelegt, da sie zur Zeit das beste Werkzeug sind, um extraintestinale Helminthosen
zu erkennen. Neuere Methoden, wie z. B. PCR (10) ermoglichen die Speziesbestimmung auf geno-
mischem Niveau, das entscheidende Problem dabei ist aber, daR die Larven nur ausnahmsweise
aus humanen Geweben isoliert werden konnen.

Die somatischen Extrakte von Nematoden beinhalten ein grofses Sammelsurium an Makromo-
lekulen und darunter sind, wie in der vorliegenden Arbeit gezeigt wurde, zahlreiche immunreaktive
Proteine. Die Isolierung und anschlieffende molekulare Charakterisierung der einzelnen Molekiile
ware dabei von grofier Bedeutung. Ein gutes Beispiel dafur sind Allergene, die in somatischen
Extrakten von Nematoden gefunden wurden (11). Auch Hitze-Schock-Proteine, die bei einer Reihe
von Bakterien und Parasiten als Antigene identifiziert worden sind, konnten bei extraintestinalen
Helminthosen eine gewisse Rolle in der immunologischen Abwehr spielen (20). Da einige Proteine
vermutlich immunbiologische Vorgénge, Pathomechanismen und die Klinik von Infestationen mit
Nematodenlarven beeinflussen, ware es interessant mehr tiber die somatischen Proteine von Asca-
rididen in Erfahrung zu bringen.

Gewebsinvasive Nematodenlarven kénnen beim Menschen schwere gesundheitliche Schaden her-
vorrufen. Das klinische Bild ist meist sehr uncharakteristisch. Hinweise auf eine Infestation gibt
letztendlich der Nachweis von spezifischen Antikérpern durch verschiedene serologische Testver-
fahren. Die nahe Verwandtschaft der verschiedenen Nematodenarten kann durch Antigengemein-
schaften und immunologische Kreuzreaktionen die serodiagnostische Abkldrung erschweren. Ziel
dieser Untersuchung war es, somatische Antigene von drei in Mitteleuropa autochthon vorkom-
menden Nematodenarten aus der Familie der Ascarididae -~ Ascaris suum, Toxocara canis und Toxo-
caris leonina — im Westernblot-Verfahren auf ihre Immunreaktivitat zu tberprifen.

Die Antigene wurden in der SDS-PAGE aufgetrennt und mit Coomassie-Blau sichtbar gemacht.
Mit Hilfe von 24 verschiedenen Patienten- und Probandenseren wurden Westernblots durchge-
fuhrt, bei denen nach reaktivem IgG und den Subklassen 1gG, .4 gesucht wurde.

Bei jedem der drei Antigene wurden mehrere immunogene Proteine gefunden, wobei eine deut-
liche Dominanz in der Haufigkeit der immunogenen Proteine nachweisbar war (bei Ascaris suum:
33 kDa; bei Toxocara canis: 42 KDa; bei Toxascaris leonina: 34 kDa). Die grofste Anzahl immunreak-
tiver Proteine konnte im Ascaris suum-Antigen festgestellt werden. Bei den Immunglobulinsub-
klassen zeigte sich generell, daf die Reaktivitat des 1gG; und 1gG, wesentlich héher war als die des
IgGs und 1gGs. Interessanterweise reagierten auch alle Seren der negativen Kontrollgruppe mit
manchen Teilantigenen aller drei Helminthen; ob es sich dabel um anamnestische Reaktionen
friherer Infestationen handelt und in welchem Ausmaf diesen immunreaktiven Proteinen immun-
biologische und/oder immunpathologische Bedeutung zukommt soll in weiteren Untersuchungen
geklart werden.

Antigengemeinschaften, Ascaris suum, Toxocara canis, Toxascaris leonina,
immunreaktive Proteine.

Comparative studies on the Immune reaction of selected patients and probands
to antigens of Ascaris, Toxocara and Toxascaris.

Tissue-invasive nematode larvae can be the cause of serious disease in human beings. However,
the clinical signs are usually not characteristic. Reliable diagnosis of an infestation is achieved by
the detection of specific antibodies in various serological tests. Serodiagnosis often is quite difficult
because of immunological cross-reactivities resulting from the close interrelationship among
nematodes.
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The aim of this study was to investigate the immune-reactivity of somatic antigens of three asca-
ridid species (Ascaris suum, Toxocara canis, Toxascaris leonina) occurring autochtonically in Central
Europe. The antigens were separated by SDS-PAGE and the proteins were stained with Coomassie-
blue. In order to detect reactive IgG and 18G4 24 different sera were screened using Westernblot
technique.

Each of the three antigens revealed numerous immunogenic proteins and each antigen showed
one immune-dominant protein (Ascaris suum: 33 kDa; Toxocara canis: 42 kDa; Toxascaris leonina:
34 kDa). The largest number of immune-reactive proteins were found in the Ascaris suum-antigen.
Generally, the reactivity of IgG, and IgG, was significantly higher than those of 1gG; and 1gGs. Inte-
restingly enough, all sera of the negative control-group also reacted with some of the somatic anti-
gens of all three helminths; wether these were merely anamnestic reactions of previous infestations
and to which extent these immune-reactive proteins are of immunbiological and/or immunpatho-
logical significance will be established in future studies.

Antigenic relationship, Ascaris suum, Toxocara canis, Toxascaris leoning,
Immune reactive proteins.
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