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Zusammenfassung:

Der indirekte Immunfluoreszenztest (IFT) und der Festphasenenzymimmuntest (EIA) mit Ultrasonicaten von
Borrelia burgdorferi als Antigen sind gegenwirtig die am héufigsten verwendeten Standardverfahren in der
Serodiagnostik der Lyme-Borreliose. Beide Verfahren wurden anhand von Durchschnittskollektiven sowie von
Patienten mit einer klinisch definierten Friih- bzw. Spétstadiumborreliose validiert. Dabei zeigte sich eine
starke Uberschneidung der Titerverteilungskurven der Kranken und Gesunden, so da3 optimale Sensitivitéts-
und Spezifitdtswerte nicht erreicht werden konnten. Der maximale prédiktive Wert des Immunfluoreszenztests
von 0,83 wurde bei einem Kollektiv mit hoher Antikérperprévalenz erst bei einem Grenztiter von 1:2048 er-
reicht. Die Ergebnisse von IFT und EIA korrelierten gut (Korrelationskoeffizient 0,85; 90 % Konkordanz). Bei
Verwendung zweier verschiedener europdischer Isolate von B. burgdorfen als Antigene ergaben sich keine si-
gnifikanten Titerunterschiede, wéihrend mit dem Stamm B31 im Mittel niedrigere Titer erzielt wurden. Die
Sperzifitdt des IFT-abs. und des ElIA-abs. wurde mit zwei kommerziellen Treponema phagedenis-Absorbentien
(Absorbens der Fa. Bios und Ultrasorbent der Fa. BAG) evaluiert. Wahrend mit dem Bios-Absorbens keine si-
gnifikante Verbesserung der Spezifitét erreicht. wurde, erwies sich das Ultrasorbent als geeignetes Absorp-
tionsmedium zur Verbesserung der Spezifitét in der Diagnostik der Borreliose. Die Ergebnisse der nach Ultra-
sorben- Absorption durchgefiihrten Tests korrelierten sehr gut mit denen des Westernblot. Die diagnostische
Sensitivitat fur die Stadium I- und ll-Borreliose wurde allerdings durch die Absorption erheblich reduziert. Kei-
nes der Absorbentien war in der Lage, die Kreuzreaktlon durch Lues-speZIf 'sche Antikérper vollstdndig zu be-
seitigen. .

Schliisselwérter:
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Summary:

The indirect immunofluorescence assay (IFA) and the solid phase enzyme immunoassay (EIA) using ultraso-
nicates of Borrelia burgdorferi as antigens are today the most widely used assays in the serodiagnosis of
Lyme borreliosis. Both tests were evaluated by testing average populations as well as patients suffering from

defined clinical symptoms of early or late stage borreliosis. The distributions of antibody titers in the dis-
eased and not diseased samples were widely overlapping thus preventing optimal sensitivity and specificity

parameters of the tests. The highest predictive value (0.83) of the IFA in the high-prevalence sample was ob-
tained at a cutoff titer of 1:2048. Results of both assays correlated well (correlation coefficient 0.85; 90 % to-
tal agreement). Using two European isolates of B. burgdorferi as antigens we could not find any significant

differences Of titers, whereas lower titers were found with the B31 strain. The specificity of the IFA-abs. and

the EIA-abs. was evaluated by use of two commercially available Treponema phagedenis-sorbents (Bios, Mu-

nich and Ultrasorbent, BAG, Lich). While no significant improvement of specificity could be achieved by use

of the Bios sorbent, the Ultrasorbent was found to increase specificity.and to provide high correlation of test

results with the Westernblot. The diagnostic sensitivity for stage I- and ll-borreliosis, however was strongly re- -
duced by this sorbent. None of the sorbents.was su:table to completely remove syphilis-specific cross- reac-

tive antibodies.
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Einleitung

Die Diagnose der Lyme-Borreliose beruht in erster Linie
auf der klinischen Anamnese und Symptomatik. Da diese
allerdings insbesondere in den Spatstadien der Borre-
liose meist zahlreiche Differentialdiagnosen zulaRt, wer-
den serologische Verfahren zur Abklarung der Atiologie

herangezogen. Mittlerweile steht eine groRe Palette kom--

merzieller Testkits zur Verfigung. Breiteste Anwendung
finden zur Zeit noch die Tests der ersten Generation wie
der Indirekte Immunfluoreszenztest (IFT) und der Enzym-
immuntest (EIA), bei denen ganze Borrelienzellen (IFT)
oder Ultrasonicate (EIA) von Borrelia burgdorferi als Anti-
gene verwendet werden (1, 2, 3). Bei beiden Methoden
besteht allerdings eine betréchtliche Unsicherheit beziig-
lich ihrer diagnostischen Sensitivitit und Spezifitat (4, 5).
Dies rihrt zum einen von einem teilweise hohen Prozent-
satz positiver Antikérpertiter in der Allgemeinbevélke-
rung (6, 7, 8, 9), deren Bedeutung (Durchseuchungstiter,
latente oder ,okkulte” Borreliose) bislang nicht ausrei-
chend geklart ist, zum anderen von der bekannten Kreuz-
reaktivitdt von B. burgdorferi mit antigenverwandten Kei-
men (apathogene Treponemen, andere Bakterien) (10).
Allein die Lues als Ursache kreuzreagierender Antikérper
1aBt sich durch einen Lues-spezifischen Test wie den
TPHA sicher ausschlieRen. Insbesondere die Anwendung
des Westernblot als Bestitigungstest hat gezeigt, daR
manche ,positive” Seren das fiir das jeweils in Frage
kommende Stadium der Borreliose charakteristische Ban-
denmuster vermissen lassen (11). Die Absorption der Se-
ren mit T. phagedenis wurde vorgeschlagen, um die Spe-
zifitat der Tests zu verbessern (12). In deh USA wurde
dies allerdings wegen der relativ entfernten -Verwandt-
schaft zwischen B. burgdorferi und T. phagedenis als un-
geeignete Methode abgelehnt (1, 13). Ein Dilemma ist
nach wie vor die fehlende Festlegung der Borreliosedia-
gnostik auf standardisierte Verfahren. Im folgenden wird
die diagnostische Validitdt der Borrelioseantikérpertest-
verfahren der ersten Generation insbesondere auch im
Hinblick auf methodische Varianten (Verwendung .unter-
schiedlicher Borrelienstimme, Absorption) bewertet.

Material und Methoden

Immunfluoreszenztest (IFT)

Die Borrelienstimme TN™(Dr. Preac-Mursic, Miinchen),
N34 (Prof. Ackermann, Kéln) und B31 (ATCC # 35210)
wurden in BSK-Medium kultiviert (14). Spirochéaten von 4
bis 6 Tage alten log-Phase-Kulturen wurden durch drei-
Bigminitiges Zentrifugieren bei 10000 g sedimentiert
und anschlieend unter den gleichen Bedingungen drei-
mal in Waschpuffer (0,1 % MgCl, in PBS) gewaschen. Das
letzte Sediment wurde in Beschichtungspuffer (0,1 %
MgCl,, 0,56% Rinderserumalbumin in PBS) aufgenom-
men. Mit dieser Antigensuspension beschichtete Mehr-
feldglasobjekttrager (Holzel) wurden luftgetrocknet und
anschlieBend fiir 10 Minuten mit Aceton fixiert. Die Test-
durchfiilhrung folgte Standardmethoden. Als Zweitanti-
korper wurden FITC-gekoppelite anti-human-lgG- bzw.
-igM-Antikérper von der Ziege (Dianova, Hamburg) ver-
wendet. Die Ablesung der Ergebnisse erfolgte mit einem
Leitz Epifluoreszenzmikroskop bei einer VergréRerung
von 630x mit einem Fluoreszenz-Olimmersionsobjektiv.

Enzymimmuntest

Die Spirochiten wurden kultiviert und gewaschen wie
oben beschrieben. Das letzte Sediment.wurde in PBS re-
suspendiert und mit einem Branson-Sonicator bei Stufe

5 intermittierend fiir 8 Minuten beschallt. Die Suspension
wurde bei 10000 g sedimentiert und der Uberstand ge-
wonnen. Die Vertiefungen von PVC-Mikrotiterplatten (Mi-
croplate Flow) wurden Gber Nacht bei 4 °C mit 500 ng
Protein in Natriumcarbonatpuffer (pH 9,6) beschichtet
und anschlieRend mit einer Losung von 1% (w/v) Rinder-
serumalbumin in PBS blockiert. Die Seren wurden 1:500
in Verdlinnungspuffer (0,05% Tween 20, 0,5% (w/v) RSA
in PBS, pH 7,2) vorverdiinnt. Die Erstinkubation erfolgte
mit 100 x| der Serumverdiinnung pro Vertiefung der Mi-
krotiterplatte fir 45 Minuten bei 37 °C. Die Platten wur-
den dann dreimal mit Waschpuffer (0,05 % Tween 20 in
PBS) gewaschen. 100 ug eines Alkalische Phosphatase-
gekoppelten anti-human-igG (H, L) Konjugats von der
Ziege (Dianova, Hamburg) wurden in einer Verdiinnung
von 1:3000 zugegeben und die Platte fiir weitere 45 Mi-
nuten bei 37 °C inkubiert. Nach drei Waschzyklen wurde
der Test durch Zugabe von 100 ul Substratiésung (8 Ta-
bletten PNPP in 10 ml Substratpuffer, bestehend aus 0,5
mM MgCl,, 10% (v/v) Diathanolamin in a. d., pH 9,8) ent-
wickelt. Nach 45mintitiger Inkubation bei 37 °C wurde der
Test durch Zugabe von 50 ul 3 N NaOH je Vertiefung ge-
stoppt und in einem Plattenphotometer (Dynatech) bei ei-
ner Wellenldnge von 405 nm abgelesen. Der Grenzwert
wurde anhand der auch zur Evaluation des IFT benutzten
Kontrollkollektive bestimmt (vgl. Resultate). Dem Grenz-
wert wurde arbitrar eine Konzentration von 200 Standard-
einheiten zugewiesen. Verschiedene Verdinnungsstufen
eines positiven Serumpools bekannter Antikérperkonzen-
tration (Standardeinheiten) wurden mitgefihrt, die ge-
messenen Absorptionen gegen den Logarithmus der
Konzentration aufgetragen und die resultierende Eich-
kurve mit Hilfe des Beckman-Immunofit-Programms
durch eine Vier-Parameter-Logistik-Funktion der Formy =
{A—D)/(x/C)® + D angenihert.

Absorption mit T. phagedenis

Die’ Seren wurden im Verhaltnis 1:5 mit T. phagedenis-
Absorbens verdinnt (Fa. Bios, Minchen [B] bzw. Ultra-
sorbent [Sonicat] der Fa. BAG, Lich [US]), fir 30 Minuten
bei 37 °C inkubiert, anschlieRend fiir 2 Minuten in der Mi-
krozentrifuge zentrifugiert und dann wie oben beschrie-
ben'mit dem entsprechenden Verdiinnungspuffer fir die
Tests weiterverdunnt.

TPHA

Der TPHA (Mast) wurde nach Angaben des Herstellers
durchgefiihrt.

Immunblot

Die Durchfiihrung der Westernblots, die teilweise als Re-
ferenztests herangezogen wurden, erfolgte wie kiirzlich
beschrieben (14). Die verwendeten Interpretationskrite-
rien sind Gegenstand einer anderen Arbeit (20). Ein Blot
wurde nur dann als positiv bewertet, wenn nach von uns
erarbeiteten Kriterien eine Kombination von mehreren
Hauptantigenen von Borrelia burgdorferi erkannt wurde.
Dabei wurde eine deutliche Reaktion (OD 0,2-0,4) mit
dem 100 KD Protein fiir die Diagnose einer Stadium-lll-
Borreliose verlangt.

Seren

Die Seren des Serumkollektivs 1 (n = 1017) erhielten wir
im Rahmen einer Antikdrperpravalenzstudie, die im Ein-
zugsgebiet einer Landpraxis in Nordbaden, durchgefihrt
wurde. Die Infestation der Zecken mit Borrelien betrégt in
dieser Region 20—30%. Durch Testung von Freiwilligen

Lab.med. 14: 405 (1990) 405



und Praxisbesuchern wurden ca. 60% der Gesamtbevol-
kerung des Gebiets erfaf3t. Alle getesteten Personen wur-
den anamnestisch hinsichtlich méglicher Manifesta-
tionen einer Borreliose befragt, bereits vorhandene Arzt-
unterlagen ausgewertet und eine klinische Untersuchung
in der Praxis vorgenommen (15). Seropositive Probanden
wurden Gber einen Zeitraum von 2 Jahren nachbeobach-
tet und das Auftreten klinischer Symptome registriert.
Beriicksichtigt wurden dabei nur objektivierbare Befunde
(Gberwiegend handelte es sich um rezidivierende Oligo-
arthritiden) oder pathognomonische Anamnesen (Ery-
thema migrans), nicht jedoch subjektive Angaben wie Ar-
thralgien, Zeckenstichanamnesen usw. Symptome wur-
den nur dann als potentiell oder sicher Borreliose-assozi-
iert angesehen, wenn andere mégliche Atiologien nicht
nachgewiesen werden konnten oder wenn sie pathogene-
tisch eindeutig waren (Lymphadenosis cutis benigna,
Acrodermatitis chronica atrophicans). Die Vergleichskol-
lektive stammten von Blutspendern aus der Region Wil-
helmshaven (Serumkollektiv 2, n = 96) sowie von Kin-
dern mit einem Alter zwischen 0,5 und zwei Jahren aus
der Kinderklinik der Unversitat Heidelberg {Serumkollek-
tiv 3, n = 115). Die Kinder stammten (iberwiegend aus
der nordbadischen Region um Heidelberg. Weitere Se-
rumkollektive stammten von Patienten mit einer klinisch
definierten Neuroborreliose im Stadium Il (N, n = 18)
und von Patienten mit einer klinisch definierten Lyme Ar-
thritis (A, n = 12), wobei in dieses Kollektiv nur solche
Falle aufgenommen wurden, bei denen nach klinischen
Kriterien die Diagnose als bewiesen angesehen wurde
(progrediente Arthritis mit den typischen Charakteristika
der Lyme-Arthritis, vorausgegangene oder begleitende
. pathognomonische Symptome der Lyme-Borreliose wie
. Erythema migrans, Stadium-ll-Neuroborreliose oder
Acrodermatitis [16]). Das Serumkollektiv L stammte von
Lues-Patienten (L, n = 38, TPHA und FTA abs. reaktiv).
Durch Testung im Westernblot wurden zwei Serumkollek-
tive als Westernblot-positiv (WP, n = 20) bzw. Western-
blot-negativ (WN, n = 31) charakterisiert. Die Western-

blot-positiven Seren stammten von Patienten mit einer .

Stadium-lii-Borreliose. 22 der 31 ausgewahlten Western-
blot-negativen Seren hatten in den Standardverfahren
positive oder grenzwertige Titer erbracht, alle Western-
blot-positiven Seren waren in den Standardverfahren
ebenfalls positiv. Das Serumkollektiv F (n = 21) umfaRte
Seren von Patienten mit einer Borreliose im Friithstadium

(Stadien | und Il) und setzte sich zusammen aus 16 Seren .
des Kollektivs N und 5 Seren von Patieriten mit einem

Erythema migrans.

Ergebnisse

Verteilung von Antikérpertitern in Durchschnittskollekti-
ven und Korrelation zur klinischen Symptomatik

Als Grenzwert fiir den IgG-IFT (ohne Absorption) wird zu-
rickgehend auf altere amerikanische Studien zumeist ein
Titer von 1:256 verwendet. Gemessen an diesem (potén-
tiellen) Grenzwert haben 19,9% der Probanden des Se-
rumkollektivs 1, 4,1% der Probanden des Serumkollektivs
2 und 0,8% der Kinder zwischen 0,5 und 2 Jahren einen
positiven IgG-Antikérpertiter (Abb. 1). Bei den IgM-Anti-

korpertitern fanden sich nur selten erhdhte Werte (Se--

rumkollektiv 1, 1,4 %, Daten nicht gezeigt),-wobei der Titer

1:32 als Grenzwert angenommen wurde. Die Auswer-

tung der klinischen Daten der Probanden des Kollektivs 1
ergab einen mit der Hohe des Antikdrpertiters positiv kor-
relierten Anteil von Probanden mit klinischer Symptoma-
tik (Abb. 1 A). Der Anteil der Symptomatischen am Ge-
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samtkollektiv betrug 12,6 %. Vorwiegend handelte es sich
bei den im Rahmen des Screenings festgestellten klini-
schen Manifestationen um solche, die dem Spétstadium
(Stadium 1) der Borreliose zuzuordnen waren, was mit
* der niedrigen Pravalenz an IgM-Antikérpertitern verein-
bar war. Dennoch war die klinische Symptomatik in den

meisten Féllen keineswegs pathognomonisch, ein gene-,

relles Problem bei der klinischen Festlegung der Dia-
gnose einer Borreliose. ’

Grenzwertoptimierung.

Die Grenzwertoptimierung wurde anhand von Spezifitits-
plots fur die Kollektive 1 und 2 sowie Sensitivititsplots
fir die Kollektive N und A vorgenommen (Abb. 2). Be-
- trachtet man die Titerverteilung bei den kiinisch asympto-
matischen Probanden des Serumkollektivs 1, so liegt die
: 97 %-Perzentile bei einem Titer von 1024; dieser Grenz-
* wert korreliert jedoch mit einer Sensitivitit von nur
27,7% fur das Kollektiv N. Da fir das Serumkoliektiv 2
. keine Anamnese bzw. Untersuchungsbefunde zur Verfi-
{ gung standen, wurde der Spezifititsberechnung die An-
i nahme zugrunde gelegt, daB alle Getesteten nicht an ei-
. ner Borreliose erkrankt sind. Die sich daraus ergebende
. Spezifitat ist wahrscheinlich unterschatzt, ihr Wert ist den-
~ noch héher als die aus dem Serumkollektiv 1 ermittelten
. Spezifitdtswerte. Dies weist darauf hin, daR die Spezifitat
. der Tests in Hoch- und Niedrigpravalenzkollektiven unter-
schiedlich zu bewerten ist. Bei einem reziproken Titer von
* 256 schneiden sich die meisten Sensitivitats- und Spezifi-
tatskurven. Dieser Wert ist als Grenzwert geeignet, wenn
Sensitivitdt und Spexzifitat eine gleich hohe Bedeutung
zukommt. Die pradiktiven Werte fir verschiedene Grenz-
~werte wurden anhand der Daten des Serumkollektivs 1
.ermittelt (Abb. 3). Bei der Berechnung der pradiktiven
iWerte fiir das Serumkollektiv 1 wurden fir Pravalenz,
{ Sensitivitdt und Spezifitat als Anzahl-der Kranken nicht
'die ermittelte Gesamtzahl der klinisch symptomatischen
jzugrunde gelegt, sondern ein Schatzwert. Dabei wurde
:die Anzahl der klinisch als symptomatisch im Sinne einer
:Borreliose beurteilten Patienten um eine Anzahl vermin-
‘dert, die sich aus der relativen Haufigkeit der Diagnose
:bei serologisch negativen (Titer < 64) Patienten ergab
{{vgl. Abb. 3). Die so ermittelte Sensitivitdt stimmte sehr
igut mit dem entsprechenden Wert fiir das Kollektiv A
liberein (vgl. Abb. 2). Der hdchste pradiktive Wert ergab
isich mit 0,83 fir einen Grenztiter von 1:2048 wahrend

B
(0=97) (n=93)

Serum Nr.

‘bb. 4: Vergleich der Stimme N34 (A) un& B31 (B) als Antigene
m Immunfluoreszenztest. Die mit den betreffenden Antigenen

, rreichten reziproken Titer der Seren sind als Balken, die Titer

Jes Referenzstammes NR als Linie dariiber dargestellt.

der pradiktive Wert fiur einen Cutoff-Titer von 1:256 nur
0,45 betrug. :

Verwendung unterschiedlicher Borrelienstimme

Die Auswirkung der Verwendung verschiedener Borre-
lienstdmme wurde am Beispiel der Stamme B31 (USA),
N34 und NR (Deutschiand} evaluiert (Abb. 4). Die mit
dem Stamm B31 unter gleichen Bedingungen erzielten
Resultate lagen bei einem ausgewihiten Serumkollektiv
im Mittel um 1,3 Titerstufen niedriger als die mit dem
Stamm NR erzielten. Bei Zugrundelegung des Grenz-
werts 256 waren 2 Seren nur mit dem Stamm B31 positiv
oder grenzwertig, 23 Seren nur mit dem Stamm NR. Im
Vergleich mit dem Stamm N34 ergab sich im Mittel kein
signifikanter Titerunterschied. 4 Seren waren nur mit
dem Stamm N34 grenzwertig positiv. 7 Seren wurden nur
mit dem Stamm NR als grenzwertig bzw. positiv diagno-
stiziert. Auch im EIA sahen wir fiir den Stamm B31 niedri-
gere Ergebnisse (Daten nicht gezeigt).

Korrelation des Enzymimmuntests mit dem Immunfluo-
reszenztest

Bei Verwendung des gleichen Borrelienstamms und glei-
cher Anzuchtbedingungen sowie Festlegung des Grenz-
werts anhand des gleichen Kontrolikollektivs ergab sich
eine gute Korrelation mit einem Koeffizienten von 0,85. In
90 % der Falle waren die Testergebnisse in der Bewertung
konkordant. Diskrepanzen fanden sich {iberwiegend im
Bereich um die Grenzwerte (Abb. 5). Hierbei war der
ELISA haufiger positiv als der Immunfluoreszenztest. Die
Hélfte der diskordanten Befunde betraf Patienten, die we-
gen einer Borreliose eine Antibiotikatherapie erhalten
hatten. Alle hatten IFT-Titer unterhalb des Grenzwerts,
aber noch positive EIA-Werte. In der Diagnostik der Borre-
liose im frihen Stadium zeigten EIA und IFT keine signifi-

- kanten Unterschiede (Tab. 1). Die hichste Detektionsrate

erreichte man a'llerdings durch Kombination beider Tests.

Auswirkungen der Absorption mit T. phagedenis

Bei insgesamt 96 aus Serumkollektiv 1 ausgewihlten
Seren wurden die IFT-Titer vor und nach Absorption mit
einem T. phagedenis-Absorbens (Bios) untersucht. Im
Durchschnitt waren die Antikdrpertiter eines Negativ-
bzw. Grenzwertkollektivs (n = 100) im IFT-abs. (B) im Ver-
gleich zum IFT um 1,8 Titerstufen vermindert. Aus diesem

1000 ’ M
256
b seome fow oo o o
£ 100}
E em W amesemb cme o
E . LR * oosieen -‘.—‘ DS satn- 5000 .
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Abb. 5: Korrelation von IFT- und EIA-Werten bei 203 Seren.
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Grund wurde der Grenzwert fiir den IFT-abs. auf 1:64
(Cutoff 2) festgelegt. Unter Beriicksichtigung des Cutoff 2
wurden von den zuvor 51 positiven bzw. grenzwertigen
Seren 11 negativ; 2 Seren, die zuvor als negativ bewertet
worden waren, wurden nach der Absorption grenzwertig
(Tab. 1). Von den 11 positiv/negativ-diskordanten Seren
stammten 8 von Personen, die keine bzw. nur eine uncha-
rakteristische klinische Symptomatik aufwiesen. Davon
wurden 6 Seren im Westernblot getestet, alle waren ne-
gativ. Die restlichen 3 Seren stammten von Patienten mit
einer klinischen Arthritis und hatten im Westernblot ein
charakteristisches Bandenmuster. Die beiden Personen,
deren Seren nach Absorption positiv wurden, waren sym-
ptomlos und im Westernblot negativ. Der Grenzwert fir
den ElA-abs. (B) wurde auf gleiche Weise als 155 Stan-
dardeinheiten bestimmt. Von 102 Seren, die.im ElA-abs.
(B) eingesetzt wurden, waren im EIA 60 positiv oder
grenzwertig. Von diesen wurden im ElA-abs. (B) 13 nega-
tiv, 1 positives Serum war nach Absorption nur noch

) IFT-Titer
1000 1

100

500
400

300

200-
155

100

Abb. 6: Seren von Patienten mit einer Stadium-li-Neuroborre-

liose vor (helle Balken) und nach (schwarze Balken) Absorption

im EIA abs. (Bios-Absorbens) (A), bzw. im IFT abs. (Bios-Absor-
bens) (B). Der Grenzwert im EIA lag bei 200 Standardeinheiten,
im EIA abs. bei 155 Standardeinheiten (horizontale Linien).

grenzwertig. Von den 7 positiv/inegativ-diskordanten Se-
ren stammten .2 von Patienten mit klinischer Symptoma-
tik und positivem Westernblot, 1 Patient hatte keine cha-
rakteristische Symptomatik und war im Westernblot ne-
gativ, bei 4 weiteren war kein Westernblot durchgefiihrt
worden. Von diesen hatte einer eine klinische Symptoma-
tik, die als Stadium-Ili-Borreliose kiassifiziert worden war.
Ein zuvor negatives Serum wurde nach Absorption posi-
tiv, 5 weitere grenzwertig.

IFT-Titer. A

1600 T
1400 T
1200 1
1000 § l
800 +
600 T
wo T

. ~ 1
200, R p s ) —
155 i i

- .

. - Ly
Abb. 7: TPHA-positive Seren (Serumkollektiv L) vor (Linie} und
nach (schwarze Balken) Absorption mit T. phagedenis-Absorbens:
(Bios) im IFT abs. (A) und EIA abs. (B). Die Grenzwerte fiir die:
Tests ohne und mit Absorptionsverfahren sind als horizontale Li-
nien eingezeichnet.

Serumpanel 1
(n=93)

Neuroborreliose

Lues

(n=18) (n=38)

neg:7 |pos:8 [grw: 6|neg 24

os:34 grw 1 7neg£ 42jpos:10|grw: 1

6 (12

neg: 42

Tab. 1: Zusammenfassung der Reaktivitat verschiedener Serumkollekt/ve in IFT IFT abs. (Bios-Absorbens), EIA und EIA abs. (Bios- -Ab-

sorbensl Diskordante Befunde sind unterlegt
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Die Auswirkungen der Absorption auf die Seren des Kol-
lektivs N zeigt Abb. 6. Im Test ohne Priabsorption wur-
den von insgesamt 18 Seren im IFT 11, im EIA 13 Seren
als positiv erkannt. Nach Absorption mit dem Bios-Absor-
bens waren im EIA 12, im Immunfluoreszenztest hinge-
gen 16 Seren positiv bzw. grenzweértig positiv.

Von den im TPHA und FTA abs. positiven Seren (L) rea-
gierten 14 von 38 im IFT positiv oder grenzwertig, 11 im
IFT-abs. (B). Im EIA waren aus dem getesteten Serumkol-
lektiv 15 von 37 Seren positiv, im ElA-abs. (B) wurden von
diesen 6 negativ. Von den zuvor 22 negativen Seren wur-
den im ElA-abs. 2 grenzwertig (Abb. 7).

Das Ultrasorbent (BAG, Lich) wurde als alternatives Ab-
sorbens im ElA-abs. eingesetzt, da es einen wesentlich
hoheren Proteingehalt (Sonicat) besitzt als andere kom-
merzielle Absorbentien. Die quantitativen Auswirkungen
der Absorption in einem Negativ- bzw. Grenzwertserum-
kollektiv (n = 100) machten neben der Ermittlung eines
neuen Grenzwerts auch die Verwendung einer anderen
Serumverdiinnung (1:200 statt 1:500) erforderlich, um
im MeBbereich der Methode zu bleiben. Der Grenzwert
fir den ElA-abs. (US) war bezogen auf den im EIA ver-
wendeten Referenzstandard 34 Einheiten. Untersucht
wurde das Serumkollektiv F (Frihstadiumborreliose). Im
Testkollektiv sank die diagnostische Sensitivitat von
72,7% (EIA) bzw. 77,2% (IFT) auf 40,9% (Tab. 2). Erkannt
wurden im EIA abs. (US) vornehmlich Seren von Patien-
ten, bei denen bereits ein prolongierter Verlauf vorlag,
der sich im Westernblot in einer Erweiterung des Banden-
spektrums manifestierte. Zur Ermittlung der Spezifitat
wurde ein weiteres Serumkollektiv getestet, das durch
den Westernblot als Referenzmethode charakterisiert war
(WP, WN, Abb. 8). Im Gegensatz zu den mit dem Bios-Ab-
sorbens beobachteten Ergebnissen zeigte sich eine hohe
Spezifitat des EIA abs. (US). Nur ein Westernblot-negati-
ves Serum war im EIA abs. (US) falsch-positiv. Demge-
geniber wurden 9 von 14 Westernblot-positiven Seren er-
kannt. Unter den 5 nicht als positiv erkannten Proben war
ein Serum, das eine ausgepragte Reaktion mit dem Ou-
ter Surface Protein (OSP) A von B. burgdorferi aufwies,
und das im IFT und EIA hochpositive Werte zeigte, die
sich jedoch vollstandig absorbieren lieBen. Von 6 Seren,
die im Westernblot ein qualitativ typisches, jedoch quan-
titativ nur wenig ausgeprigtes Bandenmuster zeigten,
wurde im ElA-abs. (US) keines erkannt. Bei keinem der
betroffenen Patienten bestand jedoch zum Zeitpunkt der

Westernblot negativ

Ta_b. 2: Reaktivitat der Seren des Kollektivs F (Borreliosen im Sta-
dium | und Il) im IFT, EIA und EIA abs. (Ultrasorbent). Diskor-
dante Befunde sind unterlegt.

Untersuchung eine klinische Symptomatik. Drei von ih-
nen waren wegen einer Borreliose vor mehr als einem
Jahr behandelt worden und hatten auch in den Standard-
verfahren nur noch negative Titer. Von 26 Seren des Kol-
lektivs L waren im ElA-abs. (US) 11 positiv, und 3 grenz-
wertig (Daten nicht gezeigt).

Diskussion

Die Daten zeigen am Beispiel eines Durchschnittskollek-
tivs mit hoher Antikérperpravalenz, daf die gegenwirtig
in der Serodiagnostik der Borreliose benutzten Standard-
verfahren (Immunfluoreszenztest und Enzymimmuntest)
nur unbefriedigende Validitatscharakteristika besitzen.
Eine hohe Spezifitat wird nur bei hohen Cutoff-Werten er-
reicht, die jedoch nur eine geringe Sensitivitat bei der
Diagnostik der Frihstadien der Borreliose erlauben. Die
mangelnde Spezifitdt der Standardverfahren fiihrt insbe-
sondere bei der Differentialdiagnostik der Stadium-lli-
Borreliose zu Schwierigkeiten, bei der zusétzliche diagno-
stische Kriterien wie der Nachweis von IgM oder einer in-
trathekalen Antikérperproduktion in der Regel fehlen.
2Zwar findet man eine mit der Titerhohe korrelierte zuneh-
mende Haufigkeit klinischer Manifestationen, die sich in
den Symptomkomplex der Stadium-lll-Borreliose einord-
nen ‘lassen, andererseits werden aber auch viele asym-
ptomatische Seropositive detektiert. Unabhéngig von ei-
ner Bewertung dieser Titer als Ausdruck einer latenten In-
fektion, einer Serumnarbe oder aber auch einer analy-
tisch unspezifischen Reaktion wird dadurch bei gegebe-

Westernblot positiv

W 31c
B

EIA 30c

abs. (US) W > 9
: 5E
EIA 12 ﬁs
11 R 14
_ » —
. NWc———————
IFT R ¢ 13
30 20 10 10 20

Abb. 8: Reaktion Westernblot-definierter Seren (links WN, rechts WP) im EIA, IFT und EIA abs. (US). S.chv.varze Balken = posifiv; gera-
sterte Balken = grenzwertig im EIA oder IFT, bzw. im Westernblot typisches Bandenmuster, aber quantitativ schwach ausgeprégt; helle

Balken = negativ
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nem Grenzwert die diagnostische Spezifitdt vermindert.
Die sich unter Beriicksichtigung der Pravalenz im Ende-
miegebietkollektiv (Serumkollektiv 1) ergebenden prédik-
tiven Werte sind geringer als optimistischere Testvalidie-
rungen bisher vermuten lieBen (17). Da die klinische Ma-
nifestation nur selten ein befriedigendes externes Krite-
rium fir die Diagnose einer Stadium-iil-Borreliose dar-
stellt, wurden bei der Ermittlung der prédiktiven Werte
SchatzgroBen verwendet, die die mogliche Rate klini-
scher Fehldiagnosen beriicksichtigen. Diese Methode
fiihrt eher zu einer Uberschatzung der pradiktiven Werte
als zu einer Unterschétzung, so daf} die ermitteiten Zah-
len bereits Maximalwerte darstellen. Der EinfluR epide-
miologischer Parameter auf die Spezifitdt der Testverfah-
ren sowie die geographisch unterschiedliche Prévalenz
lassen sich in die Routinediagnostik kaum einbringen, da
dem Labor die erforderlichen individuellen Informatio-
nen meist fehlen. Sinnvoli ist allerdings wegen der in die-
ser Gruppe hoheren Spezifitat der Tests die Verwendung
eines niedrigeren Grenzwerts fir Kinder, wodurch die
Sensitivitat in der Diagnostik der Frithstadiumborreliosen
erh6ht werden kann.

Der Immunfluoreszenztest und der ELISA zeigten bei un-
seren Untersuchungen eine gute Ubereinstimmung der
Ergebnisse, ihre Sensitivitits- und Spezifitdtscharakteri-
stika unterscheiden sich nicht wesentlich. Auf Unter-
schiede zwischen den beiden Tests bei der Messung von
Antikérperkinetiken nach Therapie wurde bereits an an-
derer Stelle hingewiesen (15).

Kein signifikanter Unterschied in den Testergebnissen

konnte bei Verwendung von zwei verschiedenen européi- -

schen Isolaten von Borrelia burgdorferi als Antigene be-
obachtet werden, wahrend wir bei Verwendung des
Stammes B31 im Durchschnitt niedrigere Titer sahen. In
der Frage der Auswirkung der fir die verschiedenen
Stamme beschriebenen antigenetischen Unterschiede
(18) auf die Standardverfahren gibt es unterschiedliche
Bewertungen (17, 19). Dies mag damit zusammenhén-
gen, daB auf die Fluoreszenztiter zahlreiche Kultivie-
rungs- und praparationstechnisch bedingte Parameter
EinfluR haben, so da Unterschiede nur bei einer Stan-
dardisierung aller sonstigen Durchfiihrungsbedingungen
als antigenbedingt angesehen werden kdnnen. Unsere
Befunde zeigen, daB bei Grenzwertfestlegungen die Art
des verwendeten Stammes eine Rolle spielt. Eine klini-
sche Validierung mit einem stammspezifischen. Grenz-
wert wurde allerdings nicht vorgenommen.

Die Verwendung von Treponema phagedenis zur Praab- -

sorption der Seren ist in der Literatur umstritten (12, 13).
Entscheidend ist der Verwandtschaftsgrad zwischen dem
Testantigen und dem zur Absorption verwendeten Anti-
gen. Nicht das AusmaB des durchschnittlichen Titerverlu-
stes, der durch Festlegung eines neuen Cutoff-Werts aus-
geglichen wird, sondern das Verhéltnis zwischen spezifi-
schen und kreuzreaktiven Antikorpern, die durch die Ab-
sorption nicht erfaBt werden, ist fir die Bewertung der
Spezifitdit des Tests mit Absorptionsverfahren maRge-
bend. Bei unseren Untersuchungen hat sich gezeigt, daf3
die Beurteilung der Absorption abhangig ist vom verwen-
deten Absorptionsmedium und dariiber'hinaus vom Sta-
dium der Erkrankung. Die Absorption mit dem Bios-Ab-
sorbens beeintrachtigte die Sensitivitdt der Diagnostik
der frihen Borreliose nicht, konnte aber bei genereller

Anwendung auch die Sperzifitdtscharakteristika nicht ver- -

bessern.- Lediglich solche Seren; die in den Standardver-
fahren als positiv bewertet wurden, im anschlieBend
durchgefiihrten Test mit Praabsorption aber negative Er-
gebnisse erbrachten, korrelierten befriedigend mit nega-

- 410 Lab.med. 14: 410 (1990)

tiver Klinik bzw. negativern Westernblot. Demgegeniber
fihrte die Absorption mit dem Ultrasorbent zu starken
quantitativen Titerverlusten im Durchschnittskollektiv, so
dafll der neue Grenzwert im EIA abs. (US) nur noch ein
Sechstel des urspriinglichen Werts betrug. Gemessen an
diesem Cutoff verminderte sich die Sensitivitat der IgG-
Diagnostik der Frihstadiumborreliosen von iiber 70%
auf 40%, obgleich sogar einige wenige Seren erst nach
Absorption als positiv erkannt wurden. Andererseits
konnte bei der Diagnostik der Stadium-lil-Borreliosen
eine wesentliche Verbesserung der Spezifitit erreicht wer-
den. Fast alle im EIA abs. (US) positiven Seren korrelier-
ten mit positiver Klinik und positivem Westernblot. Kei-
nes der Absorbentien war jedoch in der Lage, die unspe-
zifische Reaktion Lues-positiver Seren volistindig zu eli-
minieren, so daf} auch positive Werte in den Tests mit Ab-
sorptionsverfahren in einem Lues-spezifischen Verfahren
(TPHA) kontrolliert werden missen. Dies {berraschte
beim Ultrasorbent wegen der hohen Spezifitat, die sich
beim Westernblot-negativen Kollektiv gezeigt hatte. Eine
Erklérung hierfiir kénnte sein, daB hohe unspezifische Ti-
ter, die im Westernblot kein Korrelat haben, hauptsach-
lich durch Antikorper gegen Nicht-Proteinantigene (z. B.
Polysaccharidantigene, LPS) hervorgerufen werden, die
durch die Absorption evtl. leichter erfa3t werden als die
(im Blot nachweisbaren) gegen spezifische Epitope von
Proteinantigenen von B.burgdorferi gerichteten Antikor-
per,-die man bei der Lues fast immer findet. Dafiir spricht
auch die .Beobachtung, dal® mit zunehmender Verdin-

. nung des Serums nach der Praabsorption, damit abneh-

mender Konzentration des absorbierenden Antigens, im
Sinne eines kompetitiven Gleichgewichts wieder eine ver-
starkte Bindung an das festphasengekoppelte Antigen

" eintritt. Testverfahren, die relativ hohe Treponema-Anti-

genkonzentrationen im Inkubationspuffer haben, kdnnten

‘sich daher als vorteilhaft erweisen.

Gegenwirtig fiihren wir aufgrund dieser Befunde die Ab-
sorption nicht generell durch. IFT und EIA werden als
Screeningverfahren eingesetzt. Zusétzlich wird bei Ver-
dacht auf Vorliegen einer Borreliose im Friihstadium der
Westernblot durchgefiihrt, sofern sich bei den Standard-
verfahren keine eindeutige Konstellation (intrathekale An-
tikérperproduktion) ergibt. Bei allen tibrigen Differential-
diagnosen, die in den Symptomkomplex der Stadium-lii-
Borreliose einzuordnen sind, werden die in den Standard-

" verfahren positiven Seren anschlieBend im EIA abs. un-

tersucht, wobej das Ultrasorbent (BAG) wegen seiner er-
wiesenen Vorteile als Absorptionsmedium eingesetzt
wird.
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