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Indirekte Immunofluoreszenzmethode bei Schlafkrankheit
(T. rhodesiense) mit Trypanosoma brucei als Antigen

VLASTA SUTER-KoPP und FRANCOISE FRICKER

Schweizerisches Tropeninstitut Basel

Abstract

15 sera of patients suffering from sleeping sickness (7. rhodesiense) were tested
with antigens 7. rhodesiense Stabilate E.A.T.R.O. 1293 and 7. brucei strain Lab.
110, STI B 30. Both antigens showed positive reactions with 10 sera using the
indirect immunofluorescence method. The specificity of this method is discussed.

Einleitung

Die indirekte Immunofluoreszenzmethode (IFM) wird von mehreren Autoren
fiir diagnostische und epidemiologische Untersuchungen der afrikanischen (BAILEY
et al,, 1967; Courtols & BIDEAU, 1966; Lucassg, 1970; MAYENDE & OGADA, 1969;
ONYANGO, 1967; ONYANGO & MAYENDE, 1967; RAADT et al., 1966; ROBERTS et al.,
1970; SADUN et al., 1963; WERY et al., 1970a; WERY et al., 1970b) und amerikani-
schen (FIFE & MUsCHEL, 1959; SaDUN et al., 1963; Souza & CAMARGO, 1966)
Trypanosomiasen verwendet. Antikorper kdnnen mit der IFM entweder im Serum
oder im trockenen Blut auf Filterpapier festgestellt werden. Die letzte Technik,
die sich besonders fiir die Tropen eignet, wurde nach der Methode ANDERSON et al.
(1961) in die Immunodiagnose der Schlafkrankheit eingefiihrt (BAILEY et al., 1967)
und vor allem als «Screening-Test» bei Untersuchungen einer grifferen Zahl von
Bewohnern endemischer Gebiete beniitzt (ONYANGO, 1967; ONYANGO & MAYENDE,
1967; RoBERTS et al.,, 1970; WERY et al., 1970b). Wie bei serologischen Unter-
suchungen mit der IFM wurden Antikorper auch im Liquor von Patienten mit
afrikanischer Schlafkrankheit festgestellt (LUcAssSE, 1964).

Auch Immunoglobulin-Bestimmungen wurden im Serum und Liquor vorge-
nommen (CourRTols & BIDEAU, 1966; DEBROISE et al., 1968; LUMSDEN, 1965;
MANNWEILER et al., 1969; MATTERN, 1964; RaADT et al,, 1966; WERY et al., 1970b).
Von diagnostischem Wert erwies sich, besonders im Liquor, eine Erhohung der
IgM (DEBROISE et al.,, 1968; MATTERN, 1964). Manche Autoren (CoOURTOIS &
BiDEAU, 1966; WERY et al.,, 1970b) vertreten die Ansicht, einem Nachweis von
Antikdrpern mit der IFM komme hdhere Spezifitiat zu als einer erhohten Konzen-
tration der IgM, da eine solche auch im Serum von Patienten mit andern Krank-
heiten nachweisbar ist (CourTois & BIDEAU, 1966; RAADT et al., 1966).

Kreuzreaktionen mit der IFM zwischen verschiedenen Trypanosomenarten
sind bekannt und werden fiir praktische immunologische Untersuchungen beniitzt,
So beobachtete SADUN et al. (1963) bei der Untersuchung von Patientenseren mit
afrikanischen und amerikanischen Trypanosomiasen Kreuzreaktionen zwischen
T. gambiense, T. rhodesiense, T. cruzi und T. lewisi. Sie wollten deshalb T. lewisi,
eine fiir den Menschen nicht infektiose Spezies, in die Immunodiagnose der
Schlafkrankheit einfithren. Weitere Versuche mit Kreuzreaktionen fithrten WiLsoN
et al. (1966) mit T. brucei, T. rhodesiense, T. congolense und T. vivax durch. Sie
priiften das Serum eines mit 7. brucei infizierten Rindes mit den Antigenen der
erwihnten Arten mehrmals. Sie fanden keinen Unterschied in den Antikorper-
Titern gegen T. brucei und T. rhodesiense; dagegen waren die Titer mit den Anti-
genen 7. congolense und T. vivax wesentlich niedriger. MAYENDE & OGADA (1969)
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berichteten ebenfalls iiber die Moglichkeit, T. brucei-Antigen fiir die immunologi-
sche Untersuchung der T.rhodesiense-Schlafkrankheit einzufiihren, wobei diese
Autoren auf Filterpapier getrocknetes Blut beniitzten. Mit Erfolg verwendeten
WERY et al. (1970a; 1970b) T. brucei-Antigen in der Immunodiagnose der T. gam-
biense-Schlafkrankheit und empfehlen dieses Antigen als weniger gefidhrlich als
das homologe Antigen zu diesem Zwecke. Dagegen beschrieben SCHINDLER &
Sacus (1970), daB die Differenzierung von T. brucei und T. congolense mit der
IFM moglich sei.

Die Spezifitit der IFM bei Trypanosomiasis wurde von verschiedenen Autoren
mehrmals gepriift. Es wurden relativ wenig falsch-positive oder zweifelhafte Reak-
tionen mit Seren von Patienten beobachtet, dic an anderen Krankheiten, auch
Tropenkrankheiten (SADUN et al., 1963; WERY et al., 1970a) litten.

Bei 130 Kontrollpersonen fanden BAILEY et al. (1967) falsch-positive Resultate
mit Antigen von 7. rhodesiense bei 6%, und RaaDT et al. (1966) fanden solche
bei 6,5%0 von 106 Personen. ONYANGO (1967) stellte in einem Gebiet, in welchem
ein Fall T. rhodesiense-Schlafkrankheit entdeckt worden war, bei 19 von 650 unter-
suchten Personen IF AntikOrper gegen T. rhodesiense fest. Selbst bei einer griind-
lichen Untersuchung konnten weder Trypanosomen noch klinische Symptome bei
den Betreffenden gefunden werden. Ahnliche Resultate erhielten ONYANGO &
MAYENDE (1967) auch in einem Gebiet mit T. gambiense. IF-Positivitdit wurde bei
56 von 1424 serologisch untersuchten Personen beobachtet; dies bedeutete, daf
iiber 1%/ der Menschen Antikorper gegen T. gambiense, jedoch weder Trypano-
somen noch klinische Symptome aufwiesen. ROBERT et al. (1970) fanden in einem
T. rhodesiense-endemischen Gebiet bei 67 klinisch und parasitologisch unauffilli-
gen Personen 14 positive Seren. Dagegen priiften WERY et al. (1970b) 1170 Men-
schen in einem 7. gambiense-endemischen Gebiet und fanden 22 davon (2%9) Im-
munofluoreszenz positiv. Diese Schlafkrankheits-Verdachtigen wurden mehrmals
wihrend drei Monaten untersucht, und in 17 Fillen gelang es Trypanosomen
nachzuweisen.

Wir haben uns mit der Frage der Kreuzreaktion zwischen 7. rhodesiense und
T. brucei schon frither (1970, unverdffentlicht) in Tierversuchen befaf3t und eine
Kreuzreaktion dieser beiden Trypanosomen-Arten feststellen konnen. In der vor-
liegenden Arbeit priiften wir Seren von T. rhodesiense-Patienten sowohl mit 7. rho-
desiense- wie mit T. brucei-Antigenen.

Material und Methoden

Patientenseren: Es wurden Seren von an Schlafkrankheit (7. rhodesiense) er-
krankten Afrikanern im Alter von 14 bis 60 Jahren beiderlei Geschlechtes, aus
dem E.A.T.R.O.-Spital in Tororo, Uganda, untersucht. Von 15 wiesen 14 Patienten
klinische Symptome auf. Beim 15., einem symptomlosen Mann, wurden Trypano-
somen anldBlich einer Praventiv-Untersuchung im Blut gefunden. Die Seren fiir
die IF-Untersuchung wurden bei allen Patienten vor Beginn der Therapie ge-
wonnen. Sie wurden bis zu ihrer Verwendung bei -20 °C aufbewahrt. Zu Ver-
gleichszwecken wurden die Seren von 10 Afrikanern mit Onchocerca volvulus-
Filariose und diejenigen von 10 gesunden Europiern getestet.

Antigene: Als Antigene dienten Blutausstriche von Miusen NMRI am 3. Tag
nach der Infektion mit T.rhodesiense, Stabilat E.A.T.R.0. 1293 und T. brucei-
Stamm, Lab. 110, Stabilat STI B 30. Die Objekttriger mit dem Antigen wurden
in diinnes Papier eingepackt, in Plastikbeutel eingeschmolzen und bei -20°C
gelagert.

Indirekte Immunofluoreszenzmethode nach Coons: Wir verwendeten im wesent-
lichen das Verfahren von AMBROISE-THOMAS (1969). In einigen Vorversuchen
haben wir verschiedene Fixierungsmittel von Blutausstrichen, z. B. 0,01 %/, HCI oder
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0,5-10%/s Formalin nach WILLIAMS et al. (1963), verglichen, stellten jedoch fest,
daf eine Fixierung mit Aceton (AMBROISE-THOMAS, 1969) bessere Resultate ergab.

Fiir den Test wurden die Blutausstriche auf silikonisierten Objekttragern mit
einem Ventilator bei Zimmertemperatur getrocknet und 10 min im Aceton-Bad
fixiert. Dann zeichnete man mit einem Holzstéibchen kleine Kreise (¢ 6 mm) auf
den Objekttriger, wo Serum tropfenweise aufgetragen wurde. Mit Phosphatpuffer
pH 7.2 wurden Serumverdiinnungen von 1/10 bis 1/1280 zubereitet, auf Antigen-
Objekttrager gebracht und 30 min bei 37 °C in feuchter Kammer belassen. Nach
Waschen (10 min) mit Puffer-Losung wurde der Antigen-Antikorper-Komplex mit
einem Tropfen 1/40 verdiinnten Konjugates (mit Fluoresceinisothiocyanat gekop-
peltes Anti-Menschen-Globulin Institut Pasteur, Paris) iiberschichtet. Eine Gegen-
farbung der Priparate wurde mit Evans-Blau in einer Verdiinnung 1 :10 000
durchgefiihrt. Evans-Blau diente zugleich zur Verdiinnung des Konjugates. Nach
erneutem Inkubieren und Waschen wurden die Objekttriger getrocknet und mit
gepuffertem Glyzerin eingedeckt.

'‘Die Resultate wurden im Blaulicht des Fluoreszenzmikroskops Wild M-20
(Quecksilberbrenner HBO 200, Erregerfilter BG 12/4 mm, Sperrfilter OG 1/2 mm)
ausgewertet. Als Antikorpertiter wurde der reziproke Wert der hochsten Serum-
verdiinnung genommen, die mit dem Antigen noch eine brillante Fluoreszenz
ergab.

Ergebnisse und Diskussion

In Tabelle 1 sind die Ergebnisse des parasitologischen Nachweises, der Immu-
nofluoreszenz und weiterer Untersuchungen aufgefiihrt. Wie daraus hervorgeht,
wurden bei 10 von 15 Patienten Antikorper festgestellt, und zwar in einer Serum-
verdiinnung von 1/10 bis 1/640, dies sowohl mit Antigen T. rliodesiense als auch
mit dem Antigen T. brucei. Wir konnten weder in den AntikOrpertitern noch in
der Intensitit der Fluoreszenz wesentliche Unterschiede beobachten.

Die 10 Vergleichsseren von Afrikanern mit Onchocerca volvulus-Infektionen
sowie die Seren der 10 gesunden Europier ergaben allesamt, mit beiden Anti-
genen, bei einer Verdiinnung von 1/10, negative Resultate.

Unsere Untersuchungen mit der IFM zielten eher auf einen Vergleich der
Antigeneigenschaften von T. rhodesiense und T. brucei ab als auf ein Erfassen
der Serumantikorper in Fillen parasitologisch nachweisbarer T.rhodesiense-
Infektion. Unsere Ergebnisse mit menschlichen Seren bestdtigen unsere fritheren
Versuche an Labortieren. Sie entsprechen auch der bereits erwahnten Arbeit von
WiLsoN et al. (1966) und unterstiitzen die Ansicht von MAYENDE & OGADA (1969).
Obschon Kreuzreaktionen auch mit weiteren Trypanosomen-Arten nachgewiesen
wurden (SADUN et al., 1963; WILSoON et al., 1966), scheint es doch, dafl die Kreuz-
reaktion unter Arten derselben Gruppe wie T. brucei, T. rhodesiense und T. gam-
biense, wesentlich stiarker ist und die Immunofluoreszenz deutlicher zum Ausdruck
kommt als bei Trypanosomen unterschiedlicher Untergattungen.

Falsch-positive Resultate konnten wir bei Vergleichsseren keine feststellen.
Dies entspricht der Ansicht anderer Autoren (SADUN et al., 1963; WERY et al.,
1970a), nach welcher solche verhiltnismiBig selten sind. Nach ROBERTS et al.
(1970) stellt sich die Frage, ob es sich bei falsch-positiven Ergebnissen in endemi-
schen Gebieten nicht eher um eine partielle Immunitit gegen Trypanosomen
handle.

Zur Bedeutung der IFM in der Immunodiagnose der Schlafkrankheit (7. rhode-
siense} konnen wir mit Riicksicht auf die niedrige Anzahl unserer Fille nichts
Endgiiltiges aussagen. Wir verzichten auf einen Vergleich der Antikdrpertiter und
der klinischen und iibrigen Befunde. Die Ergebnisse anderer Autoren mit 7. rho-
desiense-Antigen sind in dieser Beziehung uneinheitlich. SADUN et al. (1963) fanden
IF-Antikorper in 60 von 82 Fillen und BAILEY et al. (1963) in 929%/o von 46 T. rhode-
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Tabelle I. Resultate der Untersuchungen von 15 Afrikanern mit Schlafkrankheit

(Trypanosoma rhodesiense)

Nr.der Parasitologischer Nachweis

Untersuchung des

IF Antikorpertiter Bemerkungen

Patien- von Trypanosomen in Liquors (reziprok.) auf
ten Antigene
Blut Lymph- Liquor Zellen/ Protein* T.rho- T. brucei
knoten mm3 mg?oe desiense
479 + 0 0 - - 40 80 4. Riickfall
504 - - + 31 25 320 80
511 + 0 0 5 15 40 40
593 $ 2 0 2 16 negativ  negativ
631 g + + 4 18 negativ  negativ
640 + 0 2 8 negativ  negativ
674 g + + 11 25 negativ  negativ
680 + + + 19 40 negativ.  negativ
684 0 % + 32 20 10 20
691 % 5 0 i 28 40 20
784 + + + 75 50 80 80
904 0 0 5 126 45 160 160
921 * - s 6 20 640 640
922 0 0 + 414 71 160 160  {nach35Tagen
924 + 0 0 39 25 20 40 ohne Sympt.

— Nicht untersucht.

* Total Eiweifl nach der Sicard-Cantaloube-Methode.

siense-Patienten. Dagegen erwihnen RAADT et al. (1966) IF-Positivitit nur in 58%

von 67 T. rhodesiense-Patienten.
Bei T. gambiense-Schlafkrankheit beobachteten WERY et al. (1970b) bei 135

Neuerkrankungen neben 133 positiven nur 2 Fille zweifelhafter IF-Positivitat.
Die Frage der praktischen Bedeutung der IFM in der Diagnose der Schlaf-

krankheit (7. rhodesiense) bleibt vorliufig offen. Der Umstand aber, dall die -
Immunodiagnose der T. rhodesiense-Schlafkrankheit mit 7. brucei-Antigen gelingt,
ermutigt zu weiteren Untersuchungen in dieser Richtung.

Der E.A.T.R.O. in Tororo, Uganda, danken wir herzlich fiir die Uberlassung
der Patientenseren und der nétigen Unterlagen.
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