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2Zusammenfassung:

Ein kauflich erhiltlicher ELISA mit Ultraschall-Extrakt-Antigen
und ein indirekter Immunfluoreszenz-Test (IFA) zum Nachweis
von 1gG- und IgM-Antikérpern gegen Borrelia burgdorferi wur-
den ausgewertet und mit einem Western-Blot verglichen. In al-
len drei Test-Systemen wurden Seren einer Berliner Blutbank
(n=100), ein Lues-positives Kollektiv (n=100) und Seren von Kkli-
nisch gesicherten Patienten mit der Européischen Lyme-Borre-
liose (n=75) getestet. Die Empfindlichkeit beim spezifischen
Nachweis von B. burgdorferi-Antikérpern war im ELISA und im
Western-Blot vergleichbar, im verwendeten IFA dagegen gerin-
ger.
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Summary:

A commercial ly available sonic extract enzyme linked immuno
assay (ELISA) and an indirect immunofluorescence assay (IFA)
for detecting serum IgG and IgM antibodies to Borrelia burgdor-
feri were evaluated and compared with a Western blot. For this
purpose sera obtained from a Berlin blood bank (n=100), a Lues
positive collective (n=100) and sera from clinical confirmed Eur-
opean Lyme borreliose patients (n=75) were tested in all three
test systems. The sensitivity for detecting specificly by B. burg-
dorferi antibodies was comparable in the ELISA and Western
Blot but less in the used IFA.
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Einleitung

Die Lyme-Borreliose ist die in Europa am héufigsten von Arthro-
poden Ubertragene Erkrankung (9). Borrelia burgdorferi, eine
Spirochéte, wird von Schildzecken der Gattung Ixodes vom Tier
auf den Menschen Ubertragen (4). Wie die Syphilis ist die Borre-
liose in der Lage, die Krankheitsbilder vieler anderer Erkrankun-

gen zu imitieren, was die Differentialdiagnose erschwert (1). Der

Kliniker wiinscht sich deshalb serologische Methoden, die es er-
mdéglichen, friih und madglichst spezifisch Borrelien-Antikorper

der Klassen IgM und IgG im Serum der Patienten nachzuweisen. -

Zuverlassige Testverfahren wiirden so auch eine Beurteilung der
Félle zulassen, die sich nicht in das klinische Schema der Borre-
liose einfigen lassen. Heute werden bevorzugt Enzyme Linked
Immunosorbent Assays (ELISA) und indirekte Immunfluores-
zenzmethoden (IFT) zur Bestimmung von spezifischen Antikor-
pern eingesetzt. Es gibt keine standardisierten Richtwerte fiir die
Durchfiihrung und Bewertung der in vielen Laboratorien einge-
setzten Testsysteme (2, 3). Die Antigenaufbereitung und die
"“Cut-off”-Werte variieren von Firma zu Firma bzw. von Labor zu
Labor. Deshalb haben wir eine Untersuchung durchgefiihrt, die
zwei konventionelle Systeme mit einem Western-Blot-Verfahren
vergleicht.

Material und Methodik

Es wurden 100 Probanden mit serologisch bestitigter Trepo-
nema pallidum-Infektion sowie Serumproben von 100 Proban-
den ohne klinischen und anamnestischen Anhalt und 50 Patien-
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ten mit klinisch gesicherter Borreliose auf die Anwesenheit von
B. burgdorferi-Antikorpern untersucht.

Als Standardtestmethoden wurden ein Immunfluoreszenztest
und ein ELISA-System der Fa. Virimmun, Frankfurt, nach den
Richtlinien des Herstellers eingesetzt.

Fiir den Western-Blot-Test wurde eine 7 Tage in BSK-ll Medium
gewachsene B. burgdorferi-Kultur mit einer Dichte von 10® Zel-
len/ml als Antigen eingesetzt. Fiir alle weiteren Priparations-
schritte wurden die Spirochéaten bei 10000 X g 10 min abzentri-
fugiert und in PBS ohne MgCl, und CaCl, pH 7.2 (Fa. Gibco) drei-
mal gewaschen.

Fur die elektrophoretische Auftrennung wurde das gewonnene
Antigenmaterial auf Eis 3 X 1 min lang ultrabeschallt und die
Prozedur im Dunkelfeld bei 250facher VergréBerung kontrolliert.
AnschlieBend wurde die Proteinkonzentration des hergesteliten
Ultrasonikats nach der von Rylatt und Parish modifizierten Brad-
fordmethode photometrisch bestimmt (8). Fiir die Herstellung ei-
ner Blotfolie wurden 30 ug Protein mit Probenpuffer (62,5 mmol/
| Tris, 2% SDS, 2% Mercaptoethanol, 10 %Glycerin, Bromphe-
nolblau, pH 6,8) versetzt, 5 min gekocht und in einem 10%igen
Polyacrylamid-Gel 1 h mit 30 mA elektrophoretisch (Elektroden-
puffer: 25 mmol/l Tris, 192 mmol/l Glycin, 0,1 % SDS, pH 8,3) auf-
getrennt (Hoefer scientific instruments, San Franzisco; SE 250
Minigel 8x7 cm). Die Gele wurden anschlieBend 15 min in Blot-
puffer (48 mmol/l Tris, 39 mmol/l Glycin, 0,375 % (g/l) SDS, 20 %
Methanol) equilibriert und durch ein Halb-Trocken-Blotverfahren
(PEGASUS, Fa. Phase, Molin) mit 0,8 mA/cm? fur 1,5 h elektro-
phoretisch an Nitrozellulose gebunden und die freibleibenden
Bindungsstellen mit einem 1% BSA, 1% Ovalbumin, 0,05 %
Tween 20 PBS (Fa. Gibco) Gemisch bei 4 °C 12 h auf dem Schiitt-
ler blockiert. Zur Kontrolle der elektrophoretischen Trennung
und des Halb-Trocken-Transfers der Proteine auf Nitrozellulose
(Schleicher und Schiill BA 085, 0,45 um) wurde der SDS-70L
Proteinstandard von Sigma eingesetzt. Jede hergestellte Folie
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Abb. 1: Verteilung der IgG-IFT-Titer in Abhéngigkeit von Borrelio-
sestadium A = Arthritis-Arthralgie, ACA = Akrodermatitis chro-
nica atrophicans, BS = Bannwarth-Syndrom, ECM = Erythema
chronicum migrans, K = Karditis, L = Lues; TNB = Tertidre Neu-
roborreliose
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Abb. 2: B. burgdorferi-spezifische Antikérper

ACA = Akrodermatitis chronica atrophicans, BS(L) = Bannwarth-
Syndrom (Liquor), ECM = Erythema chronicum migrans, TNB =
Tertidre Neuroborreliose, K = negative Kontrolle

wurde vor Gebrauch mit einem positiven und negativen Kon-
trollserum auf die Anwesenheit aller fiir die Diagnostik relevan-
ten Proteine getestet.

Vor der Inkubation mit Patientenmaterial wurden die Folien 3 X
10 min mit PBS-Tween (0,05 %) gewaschen und in 3 mm breite
Teststreifen geschnitten. Das Patientenserum wurde 1:100 in
Verdiinnungspuffer (PBS, 0,25% BSA, 0,05 % Tween 20) aufge-
nommen. Liquor wurde entsprechend der IgG-Konzentration
des Serums eingesetzt. Die Proben inkubierten i{iber Nacht bei
4 °C auf dem Schittler. Nach 3 x 10 min Waschen mit PBS-
Tween (0,05 %) inkubierten die gegen menschliches IgG bzw.
IgM gerichteten, mit alkalischer Phosphatase konjugierten Anti-
korper (Fa. Dianova IgG 1:5000; IgM 1:7000) 1,5 h bei Raum-
temperatur. Die Antikorperreaktion wurde nach 3 x Waschen
durch die Zugabe von Naphtol (Sigma: N-5000), Fast Red (Fa.
Sigma : F-1500) Substrat sichtbar gemacht.

Als IgG-positiv wurden die Seren bewertet, die mindestens 2
von folgenden Banden (41, 38, 30, 22 und 18 kDa) erkannten.
Eine ausgeprégte 41 kDa oder mehrere Proteinbanden im IgM-
Western-Blot wurden als positiv interpretiert (vgl. Abb. 2).

Ergebnisse

Im Kontrollkollektiv (n = 100) reagierten 6 im ELISA, 4 im IFT
und keiner im Western-Blot positiv. Mit dem ELISA-Systém wur-

Tab. 1: Spezifitét und Sensit}'vitét der Testsysteme IFT Grenztiter:
IgG = 320, IgM = 80; IFT Grauzonetiter: IgG = 80-160,
IgM = 40

Kontrollkollektiv __ Lueskollektiv Borreliosekolektiv
{n = 100) Werte in % Werte in % (n=50) Werte in %
IFT ELISA WB IFT ELISA WB IFT ELISA WB

Test
: (n=89) (n=89) (n=100)

positiv 4 6 0 101 382 8 36 76 96
Grauzone 24 5 4 393 18 15 42 6 2
negativ 72 89 97 506 438 77 22 18 2

Tab. 2: IgG- und IgM-Nachweis im Borreliosekollektiv (n = 50)
Stadium I: Erythema chronicum migrans; Stadium Il: Bann-
warth-Syndrom, Karditis, Arthritis; Stadium lll: Akrodermatitis
chronica atrophicans, Tertidre Neuroborreliose

Stadium il
(n=9)

Stadium Il
{n = 25)

Stadium |
(n = 16)

fg-
Klassen IgG igM IgG IgM IgG IgM

Befund pos neg pos neg pos neg pos neg pos neg pos neg

IFT 1 15 0 16 8 17 4 21 7 2 2 7
EUSsA 9 7 4 12 17 8 7 18 8 1 2 7
Western-

Blot % 1 10 6 24 1 14 11 9 0 4 5

den 38 der Borreliosepatienten (n = 50) im IFT 18 (Grenztiter IgG
= 1:160), und im Western-Blot 48 als IgG-positiv erkannt. Von
den Lues-positiven Seren zeigten 34 im ELISA, 9 im IFT und 8 im
Western Blot positive Reaktionen (siehe Tabelle 1). Betrachtet
man die eihzelnen Stadien der Lyme-Borreliose, so stellt man
fest, da® mit der Fortdauer der Erkrankung die Serodiagnose si-
cherer wird (vgl. Tab. 2 und Abb. 1).

Diskussion

Die Sicherung der Diagnose Lyme-Borreliose stiitzt sich auf den
Nachweis von spezifischen Antikorpern im Serum und/oder Li-
quor gegen Borrelia burgdorferi (1). Bei klinisch gesunden Pro-
banden ist der Anteil serologisch falsch positiver Ergebnisse in
allen Testsystemen gering (vgl. Tab. 1). Um falsch positive Ergeb-
nisse zu vermeiden, sollte eine Luesserologie zusétzlich durchge-
fihrt werden (6, 7). Im Gegensatz zu Grellner und Mitarbeitern
fanden wir keine Borrelien-spezifische Banden im Western-Blot,
die nicht auch von Lues-positiven Seren erkannt werden (5). Mit
dem ELISA und Western-Blot wird der groRte Teil der klinisch ge-
sicherten Borreliosen erkannt. Die serologisch negativen Patien-
ten befinden sich vorwi¢gend in den Friihstadien der Erkran-
kung (siehe Tab. 2).

Die friihe serologische Erkennung erleichtert eine erfolgreiche
Therapie der Lyme-Borreliose. Deshalb ist es erforderlich, sensi-
tive Testmethoden zum Screenen einzusetzen. Dazu eignen sich
wegen ihrer einfachen und schnellen Handhabung ELISA-Testsy-
steme. Bei klinisch und serologisch abweichenden Befunden
sollte der sensitivere Western-Blot von mit diesem System ver-
trauten Fachleuten durchgefiihrt und beurteilt werden (6).
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