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Diagnostik der Amobiasis
mit Hilfe klassenspezifischer Antikorper

Cornelia Stock’, H. Auer?, O. Pichler®, O. Scheiner?

Einleitung

Die Frihdiagnostik der extraintestinalen Ambdbiasis ist von groBem Wert fir die Kili-
nik. Aus diesem Grund stellten wir uns die Aufgabe, einen ELISA zum Nachweis Amo-
ben-spezifischer Antikorper zu entwickeln, um die Immunantwort bei invasiver Amo-
biasis mogtlichst exakt erfassen und verfolgen zu kénnen. Zu diesem Zwecke wurden
zwei unterschiedliche Antigenfraktionen (Zytoplasma- und Membranfraktion) von Kul-
turamében hergestellt, und die Antikdrper-Antwort der Patienten gegenlber diesen
Fraktionen bestimmt und verglichen. Weiters wurde untersucht, ob eine Aussage tber
die Immunantwort innerhalb der Ig-Klassen zu treffen und ob jene von diagnostischem
Wert ist.

Material und Methodik

Amében: Trophozoiten von Entamoeba histolytica des Stammes A3 wurden monoxe-
nisch in Medium TYI-Sg; nach Diamond kultiviert (1980). Fir alle Antigenpréaparatio-
nen wurden die Kulturen 72 Stunden nach dem Uberimpfen geerntet.

Antigenherstellung: ca. 2 10® Trophozoiten wurden 3 x in Phosphat-gepuffertem
isotonen NaCl, pH 7.5 (PBS), gewaschen, letztlich in 1—2 Im PBS resuspendiert und
bei —20° C bis zu ihrer Verwendung aufbewahrt. Die aufgetaute Amdbensuspension
wurde mit 100 ul PMSF (114 mM in i-Propanol) versetzt und danach mit einem Homo-
genisator nach Potter-Elvehjem bei 0° C 2—3 min homogenisiert. AnschlieBend wurde
das Homogenat 15 min bei 1900 g zentrifugiert (4° C). Der Uberstand wurde abgeho-
ben und 1 h bei 25000 g zentrifugiert (4° C). Der Niederschlag wurde als ,Membran-
fraktion®, der Uberstand als ,,Zytoplasmafraktion® bezeichnet. Die Proteinbestimmung
erfolgte nach Lowry et al. (1951).

Far den ELISA wurden Dynatech (M 129A) Mikrotiterplatten, F-Form verwendet.

Die Platten wurden mit 75 ul Antigen (5 ug Protein/ml 50 mM CO;™-Puffer, 0.02%
NaNj;, pH 9.6) bzw. nur mit Karbonat-Puffer Uber Nacht bei 4° C beschichtet. Am néach-
sten Tag wurden die Platten mit PBS 0.05% TWEEN 20 (PBS-TWEEN) gewaschen
und mit 2%igem BSA und PBS-TWEEN (ber Nacht bei 4° C abgesattigt. AnschlieBend
wurden die Platten 3 x mit PBS-TWEEN gewaschen. Eine Lagerung der fertigen Plat-
ten bei —20° C war flir die Bestimmung von IgA- und IgG-; nicht aber von IgM-Antikdr-
pern moglich.

Die zu untersuchenden Sera wurden mit 2%iger BSA in PBS-TWEEN 1:2000 (IgG,
IgM) und 1:40 (IgA) vorverdlinnt und in den ELISA-Platten zu Zweierschritten weiter-
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verdunnt. Hierauf wurden die Platten bei 4° C Gber Nacht inkubiert. Dann wurde 3 X
mit PBS-TWEEN gewaschen.

ELISA: Fc-spezifisches anti-human IgG bzw. -IgM von der Ziege, konjugiert mit alkali-
scher Phosphatase (ALP) (Fa. Atlantic Antibodies, Nonesuch Rd, Scarborough, Me.
USA) wurde in einer Verdinnung von 1:500 bis 1:800 verwendet. Die Verdiinnung
erfolgte mit 2%iger BSA in PBS-TWEEN. Fir den Nachweis von IgA-Antikérper wurde
ein ALP-konjugiertes anti-human IgA (kettenspezifisch Fa. TAGO, INC. Burlingame,
CA 94010, USA) in einer Verdiinnung von 1:3000 in 2%iger BSA, in PBS-TWEEN ver-
wendet.

75 ul Konjugatverdinnung wurde zupipettiert; die Platten wurden 2 Stunden bei 37° C
belassen. Nach der Inkubation wurden die Platten 3 x mit PBS-TWEEN gewaschen.

Das Substrat wurde kurz vor dem Gebrauch hergestellt. Eine Substrattablette (p-Nitro-
phenylphosphat 5 mg, Fa. Sigma) wurde in 5 ml 10% Diathanolaminpuffer, pH 9.8
gelést. 75 ul dieser Substratldsung wurde zupipettiert; die Reaktion wurde nach 30
min mit 3 M NaOH abgestoppt, und die Extinktion bei 405 nm abgelesen (Dynatech).

Titerbestimmung: Bei jedem Test wurde ein Postivstandard (ein hochtitriges Serum
eines Patienten nach akutem Amdben-LeberabszeB) und ein Negativstandard (Nor-
malhumanserum-Pool) mitgefthrt. Die Berechnung des Titers wurde folgendermaBen

1 T 1 T T T T 1 T T
o1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Iog2 Serumverdiinnung

—— positiv Standard (Patient WE)
——- Testserum

~ negativ Standard (NHS-Pool)

MW, _3 (p0s.St.) + MWg_44(neg.St.) -
P = 550%

Titer Egqo
[units] = 2 50A’x Ausgangsverdiinnung

Abb. 1: Titerbestimmung
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festgelegt: Es wurde der Mittelwert der Extinktionen der ersten 3 Verdlinnungen des
Positivstandards sowie der Mittelwert der Extinktion der letzten Verdlnnungen des
Negativstandards berechnet und daraus der Mittelwert gezogen (Esg,). Nach Auf-
nahme einer Titrationskurve der Patientensera wurde die Verdlinnung des Patienten-
serums bei Esq, bestimmt. Diese Berechnung hat den Vorteil, daB Esye, von der maxi-
malen Extinktion weitgehend unabhangig ist, und kein willkirlicher Cut-off festgelegt
werden mufB. Fand sich bei der Kontrolle mit unbeschichteten Napfen ein signifikanter
Titer, so wurde dieser vom Titer, bestimmt mit Antigen-beschichteten Napfen abge-
zogen.

Die Ergebnisse wurden in Units angegeben (Abb. 1).

6 Gruppen von Patienten wurden erfaf3t:

35 Sera von Patienten mit nachgewiesener invasiver Amdébiasis (Amébenpatien-
ten = AP)
Davon waren:
13 Sera von 6 Patienten mit akutem LeberabszeB bzw. bis zu zwei Monaten
nach Ausbruch der Krankheit.
5 Sera von 4 Patienten, abgenommen 3—12 Monate nach der Erstellung der
Diagnose Amoben-Leberabszef
3 Sera von einem Patienten jeweils 2, 3, 4 Jahre nach Erstellung der Dia-
gnose Amdben-Leberabszel
2 Sera eines Patienten mit rezidivem LeberabszeB
12 Sera von 5 Patienten mit einer intestinalen, invas:. en Amadbiasis.

17 Sera von nicht-Amdbenpatienten (= NAP)

14 Sera von 12 Patienten mit parasitéren Infektionen (Echinococcosis, Schistosomi-
nasis, Toxocariose, Toxoplasmose, Fascioloasis, Zystizerkose), 2 Rheumafaktor
positiv, 1 SLE

21 Sera von Kindern ohne parasitare Infektion = Ki

12 Sera von schwangeren Frauen ohne manifeste Infektion = GR
(Test auf Toxoplasmose)

19 Personen, die auf Tropentauglichkeit untersucht wurden und die nach eige-
nen Angaben Europa nie verlassen hatten =TT

129 Tropenruckkehrer = TR (Personen, die sich einer routinemaBigen Tropenrick-
kehruntersuchung unterzogen hatten).

Ergebnisse und Diskussion

lgG-Antwort gegen E. histolytica

Die Sera von Personen der Gruppe AP (Amdbenpatienten; s. 0.) wiesen sowohl
gegenlber der Membranfraktion (im Mittel 12800 U) wie gegenlber der Zytoplasma-
fraktion (im Mittel 3200 U) hohe Titer in der IgG-Klasse auf (Abb. 2a und 2b). Bis zu
4 Jahren nach Erstellung der Diagnose konnte bei einem Patienten ein signifikanter
Titer gegeniber der Membranfraktion (1600 U) und der Zytoplasmafraktion (800 U)
beobachtet werden. Alle Patienten der Gruppe AP wiesen bei Verwendung der Mem-
branfraktion >1600 U auf; bei Verwendung der Zytoplasmafraktion zeigte ein einziges
Serum <200 U (Membranfraktion 2000 U). Dieses Serum stammte von einer Patien-
tin, bei der einige Tage spater ein Amoben-Leberabszef3 diagnostiziert wurde. Fol-
gende Serumproben dieser Patientin zeigten, daB bereits nach einigen Tagen IgG-
Antikdérper (1600 U) gegenlber der Zytoplasmafraktion gebildet wurden.
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47% der Gruppe Patienten mit einer parasitaren Infektion (NAP) erreichten 200 bis
500 U IgG gegeniber der Membranfraktion. Diese Tatsache lieBe sich durch eine
Kreuzreaktion der Antikérper dieser Patienten mit Amébenantigenen, aber ebenso im
Sinne eines polyklonalen Stimulus infolge der parasitaren Infektion erklaren, wodurch
vermehrt natirliche Antikorper gegen Amoében gebildet wirden (s.u.). Diese offenbar
nicht Amében-spezifischen Reaktionen sind gegentber der Zytoplasmafraktion kaum
zu beobachten (Abb. 2b).

NAP

— - IX .
N 0N Membranfraktion

o
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0-199U 200-799U > 800U

Zytoplasmafraktion
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Abb. 2a und 2b: IgG-Antwort gegeniber E. histolytica. Membran- und Zytoplasma-
fraktion (ELISA). AP: Sera von Patienten mit nachgewiesener invasiver Amobiasis.
NAP: Sera von Patienten mit anderen parasitaren Infektionen. Kl: Sera von Kindern
ohne parasitare Infektion. GR: Sera von schwangeren Frauen ohne manifeste Infek-
tion. TT: Sera von Personen, die auf Tropentauglichkeit untersucht wurden und
Europa nie verlassen hatten. TR: Sera von Tropenriickkehrern
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TABELLE 1: Vergleich der Antikorperantwort gegen E. histolytica — Membran-
und Zytoplasmafraktion (ELISA)
Membran-Fr. Zytoplasma-Fr.
IgG
Units (MW) Range Units (MW) Range
AP 12.800 1.600—-45.000 3.200 0-45.000
NAP <200 0-500 <200 0-280
KI 0 0
GR <200 0—-320
T <200 0-880 <200 0—-260
TR <200 0-760 <200 0-420
IgM
AP 360 0-1.400 <200 0—400
NAP <200 0-320 0
Kl 0 0
GR 0 0
TT <200 0—-200 0
TR <200 0-720 <200 0-—200
IgA
AP 200 0—-3.800 <40 0—-320
NAP <40 0-50 0
Kl n.d. nd. n.d. n.d.
GR 0 0
TT 0 0
TR <n.d. n.d. nd. n.d.

AP: Sera von Patienten mit nachgewiesener invasiver Amdbiasis. NAP: Sera von
Patienten mit anderen parasitaren Infektionen. Ki: Sera von Kindern ohne parasitéare
Infektion. GR: Sera von schwangeren Frauen ohne manifeste Infektion. TT: Sera von
Personen, die auf Tropentauglichkeit untersucht wurden und Europa nie verlassen
hatten. TR: Sera von Tropenrickkehrern

Mit Hilfe der oben angeflihrten Daten (Tabelle 1) wurde bei Verwendung von Mem-
branfraktionen eine Signifikanzgrenze von =800 U, bei Verwendung von Zytoplasma-
fraktion eine solche von =400 U festgelegt.

IgM-Antwort gegen E. histolytica

Die Immunantwort von Amobenpatienten in der Klasse IgM ist deutlich schwacher
ausgepragt (Tabelle 1); signifikante Titer (=400 U) lassen sich nur bei Verwendung
von Membranantigen beobachten (Abb. 3a und 3b). 17% der Sera (6) der Gruppe AP
wiesen einen IgM-Titer von mehr als 400 U auf.
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Abb. 3a und 3b: IgM-Antwort gegenilber E. histolytica. Membran- und Zytoplasma-
fraktion (ELISA). AP: Sera von Patienten mit nachgewiesener invasiver Amobiasis.
NAP: Sera von Patienten mit anderen parasitaren Infektionen. Kl: Sera von Kindern
ohne parasitare Infektion. GR: Sera von schwangeren Frauen ohne manifeste Infek-
tion. TT: Sera von Personen, die auf Tropentauglichkeit untersucht wurden und
Europa nie verlassen hatten. TR: Sera von Tropenriickkehrern

Alle diese Sera stammten von Patienten mit extraintestinaler Amobiasis, 4 Sera
stammten von Patienten mit akutem AmobenleberabszeB und 2 Sera von Patienten
2—8 Monate nach der Erstellung der Diagnose Amében-LeberabszeB (Abb. 4).

Es ist empfehlenswert, fur jedes Serum eine Kontrolle mit unbeschichteten Napfen
mitzufihren. Insbesondere wichtig ist dies bei Nachweis von anti-Amoben IgM.
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Sera von Patienten 2—8 Monate nach Erstellung der Diagnose ALA
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E Sera von Patienten mit invasiver intestinaler Amobiasis

Abb. 4: IgM-Antwort gegentber E. histolytica der Gruppe AP: Membranfraktion

Es sei erwahnt, daB offenbar niedere Titer gegen E. histolytica (20 U-60 U), IgM und
IgG) bei Normalpersonen (gesundes Laborpersonal ohne jede einschlagige Ana-
mnese) immer zu beobachten sind. Diese ,naturlichen® Antikdrper erkennen auch
andere Antigene als jene von Amdbenpatienten mit hohen Titern, wie mittels Western-
blot-Technik nachgewiesen werden konnte (SCHULZ et al., zur Veréffentlichung ein-
gereicht).

IgA-Antwort gegen E. histolytica

Die verhaltnisméaBig schwache Immunantwort der Gruppe AP in der Klasse IgA (MW
200 U) ahnelt jener in der Klasse IgM: signifikante Titer sind nur gegentber der Mem-
branfraktion feststellbar (Tabelle 1). Auffallend ist die Tatsache, daB lediglich von
Patienten mit einem akuten bzw. abgeheilten Amdbenleberabszef signifikante Titer
erreicht werden (Abb. 5).

Nur 2 Sera von 2 Patienten mit akutem Amobenleberabszef hatten einen Titer von
80—160 U (Abb. 5). Einer der beiden Patienten entwickelte innerhalb von 3 Tagen
nach der ersten Bestimmung IgA-Antikorper mit einem Titer von 3800 U (wahrend die
IgM-Antwort eher schwach blieb: 230 U). Der andere Patient hatte wohl eine niedrige
Immunantwort in der Klasse IgA, die IgM-Antwort war jedoch sehr stark (>1000 U).
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Abb. 5: IgA-Antwort gegenlber E. histolytica der Gruppe AP: Membranfraktion

TABELLE 2: Vergleich der serologischen Methoden

falsch pos. falsch neg.

IHA 5/161 1/15
IIFT 2/37 3/8
ELISA
IgG (MF) 1(?)/202 0/36
1gG (ZF) 0/202 1/36

IHA pos 1:128

IIFT pos 1:128

ELISA

1gG (MF) pos 600 U
IgG (ZF) pos 400 U

Leider hatten wir nur wenige Daten vom indirekten Hamagglutinationstest (IHA) und
indirekten Immunfluoreszenztest (IIFT) zur Verfigung, um diese mit dem ELISA zu
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vergleichen. IHA und IIFT wurden dann als positiv bewertet, wenn sie einen Titer von
1:128 aufwiesen. Es zeigte sich, dafB alle im IHA ausgetesteten Sera von Patienten (5)
mit anderen parasitaren Infektionen (Schistosoma haematobium, Schistosoma man-
soni und Echinococcus) falsch positiv bewertet wurden. Die Titer reichten von 1:2000
bis 1:32000. Ein Serum eines Patienten mit Echinococcus wurde im IIFT 1:512 falsch
positiv bewertet, ferner ein SLE-Serum mit 1:160. Die ELISA-Ergebnisse waren sehr
zufriedenstellend (s. 0.).

Fir KNOBLOCH et al. (1982), die sich an die Arbeitsvorschrift von VOLLER et al.
(1976) hielten, ist der ELISA im Vergleich zur Komplementbindungsreaktion (KBR),
zum IHA und zum IIFT der sensitivste Test zur Bestimmung von Amdben I1gG, und das
schon in der ersten Woche nach Auftreten der ersten Symptome eines Amdben-Leber-
abszesses (Fieber, Schmerz im Oberbauch). Bei uns jedoch wies ein Serum eines
Patienten in der Frihphase eines Amdben-Leberabszesses einen erhdhten IgG-Titer
nur gegenuber der Membranfraktion auf; wir kdnnen daher sagen, daB bei Verwen-
dung von Membranantigen mit dem Auftreten der ersten Symptome sofort eine rich-
tige Diagnose erstellt werden kann.

Nun scheint der ELISA — wie IHA-, KBR- und Latex-Test — verdachtige positive
Ergebnisse oder Grenzwerte bei Bewohnern endemischer Gebiete zu liefern
(16—46%; MANNWEILER et al. 1976). Es wére daher die Bestimmung von IgM- bzw.
IgA-Antikdrpern unter Umstanden von groBer Bedeutung.

Bei unseren 4 Patienten mit akutem Amdben-Leberabszef wiesen immerhin die Sera
von 3 Patienten einen signifkanten IgM-Titer (>400 U) auf und die Sera von 2 Patien-
ten einen signifikanten IgA-Titer (>700 U). Auffallend war, daB im Falle einer hohen
Immunantwort in der IgM-Klasse die Immunantwort in der IgA-Klasse schwacher aus-
fiel (<1000 U), andererseits bei hohen IgA-Titern die IgM-Antwort die Signifikanz-
grenze nicht erreichte. Es sei nochmals darauf hingewiesen, daB eine verlaBliche IgM-
und IgA-Bestimmung nur mit der Membranfraktion als Antigen moglich ist. Somit
kénnte man — neben einer IgG-Bestimmung — auch eine IgM- bzw. IgA-Bestimmung
durchfuhren; der diagnostische und prognostische Wert der Bestimmung von anti-
Amoben IgM bzw. IgA scheint jedoch nach den bisher vorliegenden Daten eher gering
zu sein. Die anderen serologischen Methoden (KBR, IHA, IIFT, Latex) sind — jede fir
sich allein — nicht gentigend aussagekréaftig (Mannweiler). So fihren viele Laborato-
rien parallel mehrere Tests durch, um AmoObenantikdrper zu bestimmen. Der hier
beschriebene ELISA scheint — insbesondere bei Verwendung von Membranantigen —
hinreichend sicher und genau zu sein, um auch als Routinemethode Anwendung
finden zu kdnnen.

Zusammenfassung

Zur Untersuchung von Antikdrpern gerichtet gegen Entamoeba histolytica wurde ein
ELISA etabliert. Als Antigen wurde eine Zytoplasma- bzw. Membranpraparation von
Kulturamoében verwendet. Es konnte gezeigt werden, daB bei Verwendung von Mem-
branantigen die IgG-Antwort gegen E. histolytica als Folge einer invasiven Amdbiasis
mit hoher Empfindlichkeit und ausreichender Spezifitat nachgewiesen werden kann.
Die Bestimmung von anti-Amoben-igM und -IgA war Uberhaupt nur bei Verwendung
von Membranantigen und nur bei Patienten mit akutem bzw. abgeheiltem Amo&ben-
leberabszef3 moglich.
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Summary

Serological diagnosis of amoebiasis by means of class-specific antibodies

Plasma membranes of E. histolytica trophozoites (strain SFL3) were isolated by dif-
ferential centrifugation technique. This material was then used for coating of ELISA
plates. The antibody response of 15 patients suffering from invasive forms of amoebia-
sis was assessed and compared with control groups. It was found that the antibody
response of the patients within the I1gG class was about 4-fold higher with plasma
membranes as antigen than with the cytoplasmatic antigen. Furthermore, significant
titers in the IgM- and IgA-class were solely observed when ELISA plates were coated
with plasma membranes. From this data we conclude that most of the antibodies
formed during natural infection of man with E. histolytica were directed against anti-
gens located on the surface membrane of trophozoites. These observations may be of
relevance for diagnostic procedures. Furthermore, it would be necessary to screen for
monoclonal antibodies using plsama membrane antigen in order to obtain antibodies
directed against significant antigens present in natural infection.
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