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Zusammenfassung

Als serologische Tests haben sich in der Diagnostik
der Lyme-Borreliose der Borrelia-Hämagglutinations
(BO-HA)-Test, der Fluoreszenz-Borrelia-Antikörper-
Absoqrtions (FBA-Abs)-Test und der ELISA bewährt.
Spezifität und Sensitivität dieser Tests in der Sero-
diagnostik der Borrelia burgdorferi-Infektion wurden
anhand von Seren von Patienten mit klinisch definier-
ten Manifestationen der Lyine-Borreliose bewertet.
Eine hohe Spezifität bei niedriger Sensitivität insbe-
sondere im frühen Stadium der Infektion kennzeich-
neten den BO-HA-Test. Der FBA-Abs-Test zeigte eine
hohe Spezifität und Sensitivität in der Serodiagnostik
der manifesten Lyme-Borreliose. Der indirekte Borre-
lia-lgG- und IgM-ELISA, bei dem als Antigen ein
Octylglucosid-Extrakt des B. burgdorferi-Isolates
PKo diente, war hinsichtlich Spezifität und Sensitivi-
tät dem Immunfluoreszenztest vergleichbar. Kreuzre-
agierende Antikörper im ELISA wurden durch ein
Treponema phagedenis-Ultrasonikat präabsorbiert.
Der Borrelia-IgM-ELISA wurde nach vorheriger IgG-
Immunpräzipitation durchgeführt.
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Summary

Borrelia hemagglutination (BO-HA) test, fluorescent
borrelial antibody-absorption (FBA-Abs) test arid
ELISA have provcd äs serological tests in the serodi-
agnosis of Lyme borreliosis. Using scra froin patients
with clinical definecl manifestations of Lyme borreli-
osis specificity and sensitivity of these tests in the
serodiagnosis of B. burgdorferi infection were evalu-
ated. A high specificity but a low sensitivity particu-
larly in the early stage of infection characterized the
BO-HA test. The FBA-Abs test showccl a high speci-
ficity and sensitivity in the serodiagnosis of manifest
Lyme borreliosis. The indirect Borrelia IgG and IgM
ELISA were performed using an octylglucoside
extract of B. burgdorferi isolate PKo äs antigen. The
Borrelia ELISA was comparable in specificity and
sensitivity to the iinmunofluorescence test. Cross-
reacting antibodies in ELISA were pre-absorbed
using a Treponema phagedenis ultrasonicate, Borre-
lia IgM ELISA was performed after IgG iinmunopre-
cipitation.
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Einleitung

Die Lyme-Borreliose ist eine weltweit hauptsächlich
durch Zecken übertragene Infektionskrankheit des
Menschen, die durch die Spirochäte Borrelia burgdor-
feri verursacht wird [1]. Beim Menschen ist die Lyme-
Borreliose durch vielfältige Manifestationen, darunter
Erscheinungen an der Haut (Erylhema chronicum
migrans., Lymphudenosis benigna cutis, Acroderinati-
tis chronica atrophicuns), am Nervensystem, am Her-
zen, und an den Gelenken charakterisiert [2].
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IVr der LynK'-Borreliost· ist zwar auf
komplexen künstlichen l\ährmrdien f.'J] auzüchl-
bnr. seine /ucht .'ins Pafienteumaler inl (Muulbio-
psie. Blul. Liquor) gelingt jedoch eher sehen [4j.
Der direkte Nachweis von ßorrelien ist im Biopsic-
mafenal au* l laiitläsiouen von Pimenten inil. l*>y-
thema chrouieum mi^rans oder Acrodermatitis
chronica atrophieau.s sowie au* der Synoviu von
Pat ieufen mil Lyrne-Arthritis mit Hille der Silber-
färhuiii: oder der Immunfluores/CMz prinzipiell
möglich [ >. ()]. Der Erfolg dieses diagnostischen
Verfahrens i.sl allerdings durch die häufig nur
geringe Anzahl von Borrelien im ßiopsiemate.rial
l>egrenxt. Schliol.slich lälil sich mit Hilfe der Polyme-
rase-Kellen-Reaktion (P(IR) Borrelien-DNS in
Li(|u«»r. Urin. SynoviuHliissigkcit und llaiitbiopsieri
von Pafienien mil Lyme-Borreliose naehweiseri [7,
8. l)]. Negative Ergebnisse in der PGH schließen
jedoch eine B. burgdorfcri-lnfcktion jj icht aus. In
der Diagnostik der Lyme-Borreliose steht wegen der
Schwierigkeit der kulturellen Anzucht oder des
direkten Nachweises des Erregers daher der Anti-
körpernnchweis im Vordergrund.

AJs serologische Test s haben sich in der Diagnostik
der Lyme-Borreliose der Borreliu-Hämugglutina-
tions-. der Fluoreszenz-Borrelia-Antikörper-Ab-
sorptions-Test und der EL1SA bewährt. In der vor-
liegenden Arbeit wird eine kritische Bewertung die-
ser Tests bei der Diagnostik der Lyme-Borreliose
anhand von Seren von kimisch definierten Patienten
mit Erythcma chroiiicuni migrans, Lympliadenosis
beriigma cutis, Lyme-Carclitis, Nenroborreliose,
Lyme-Aithritis und Acroclennatitis chronica atro-
phicans vorgenommen. Spezifität und Sensitivität
dieser Tests in der Serodiagnostik der verschiedenen
klinischen Manifestationen der Lyrne-Borreliose
werden d iskutiert.

Material und Methoden

Patientenmaterial

Sämtliche Seruniproben für die Borreliose-Diagno-
stik stammten von inbehandelten Patienten, bei

Abkürzungen:
ACA = Acren ler mal iüs chronica atrophicans
BO-HA = Borrelia-Hänmggliitinatioiis-Tesi
ECM = Erythema chronicum migrans
FHA-AJ)S-Test = Fluoreszcnz-Borrelia-Antikörper —

Absorptions-Test
LA = Lyme Ajthritis
LBC = Lympliadenosis benigna cutis
LMR = iym))hozyiäre Mcningoradiculitis

driICH die ein.Honflcndcn Ar/te (Dermalologeti, Neu-
rologiiiij aufgrund dur klinischen Symptome oder
einer Zocken.sUcli-AnamnnHf* eine Lyme-Borreliose-
Krkmriknng vermuteten. Die Ergehnisauswertung
erfolgte nach folgenden Krankhiiitsgruppen, die kli-
nisch dia<;noslixicrt wurden:
L Krytliema chronictiin migrans mit typischem fla-

chenhaftern Krydiern nach /iecken.stich.
2. l^ymphadcnosis benigna cutis mit rötlich lividen

Knoten am Ohrläppchen oder an der Mamille.
3. lyrnphozytän; Mcningoradiculitis mit radikulären

Schmerzen, Parästhesien, Paresen und lymphoxy-
tärer Pleo/ytose im Liquor ccrebrospinalis.

4. Carditis mit Erregungälcitung.ssi:Örung ^atrioven-
trikulärer Block),

5. Arthritis mit Gelcnkschwelhmg und Arihralgie..
6. Acrodermatitis chronica atrophicans mit atrophi-

schen, pergamentpapierartigen Hautveränderun-
gen,

7. usymptomatiscli jedoch mit einer länger zurück-
liegenden Zeckenstich - Ana mnese,

8. Hauteffloreszenzen unklarer Genese zum Aus-
schluß einer Lyrne-Borreliose-Erkrankung.

Als Kontrollen dienten Seren gesunder Erwachsener.
Zur Ermittlung von Kreuzreaktionen kamen Seren
von Patienten mit Primärsyphilis (syphilitischer Pri-
märaffekt, regioiiäre Lymphadenitis) und Sekundär-
syphilis (maknlopapulöses Exanthern, Pahnar- und/
oder Plantarläsionen) zum Einsatz. Eine Syphilis-
Erkrankung wurde zusätzlich serologisch abgesi-
chert.

Anzucht von Borrelia burgdorferi

Das verwendete B. burgdorferi-Isolat war der euro-
päische Stamm PKa, der ui'sprünglich aus dem
Liquor cerobrospinalis von einem Patienten mit
Bannwaith-Spidroin isoliert wui'de [10]. Der
Stamm wurde bei —70 °C im modifizierten Barbour-
Stoener-Kelly (BKS)-iMedium [3] gehalten. Die
Anzucht erfolgte bei 35 °C für 6—8 Tage im BKS-
Medium. Borrelien im Wachstumsmedium wurden
durch Zentrifugation bei 30.000 X g pelletiert, drei-
mal in phosphatgepufferter NaCl-Lösung (PBS: 2
inM KH2P04, 8 mM Na2HPO„ 147 mM NaCl), pH
7,2, gewaschen und erneut pelletiert. Borrelien-Pel-
lets dienten als Ausgahgsmaterial für den indirekten
Immunfliioreszenztest. Die Borrelicnzalil wurde mit
Hilfe der Diuikelfeldmikroskoj)ie ermittelt.
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Borrelia-Hämagglutinations-Test

Der Borrelia bw*gdorfe -l·Jänlagglutinations(est, bei
dem als Antigene die Außenmembranproteine eini-
ger europäischer und amerikanischer B. burgdor-
feri-Stäinme verwandt werden, wurde nach Anwei-
sung des Herstellers (Biologische Arbeitsgemein-
schaft, Lieh) quantitativ, beginnend mit der Serum-
verdünnung von l: 10, durchgeführt.

Fluoreszenz-Borrelia-Antikörper-
Absorptions-Test

Etwa 20 einer Borreliensuspension mit einer Keim-
zahl von 107ml PBS wurden pro Vertiefung auf
Objektträger (Bio-Merieux, Nürtingen) aufgebracht
und bei 22 °C getrocknet. Die Serumproben wurden im
Verhältnis l :5 mit einem T. phagedenis-UItrasonikat
(Proteingehalt 3 mg/ml PBS; Biologische Arbeitsge-
meinschaft) verdünnt und 30 min bei 37 °C (Wasser-
bad) inkubiert. Nach Abzentrifugatipn des Ultrasoni-
kats 10 min bei 2.000 X g wurde der Überstand in PBS
von l: 10 bis l: 5.120 verdünnt und jeweils 25 auf die
Borrelien-beschichteten Objektträger aufgetropftund
30 min bei 37 °C in einer Feuchtkaimner inkubiert.
Nach Waschen der Objektträger mit PBS wurden Bor-
relien-gebundene Antikörper durch eine zweite Inku-
bation mit einem FITC-markierten Anti-Humanim-
immglobulin-Serurn von der Ziege (Bio-Merieux) in
der Gebrauchsverdünnung von 1:50 nachgewiesen.
Zur Ermittlung kreuzreagiercnder Antikörper in
Patientensereii wurde der Fluoreszenz-Borrelia-Anti-
körper-Test ohne vorherige Absorption mit
T. phagedenis-Ultrasonikat parallel durchgeführt.

Fraktionierter IgM-FBA-Abs-Test

Zur quantitativen Bestimmung von IgM-Antikör-
pern gegen B. burgdorferi in Patientenseren wurde
der fraktionierte IgM-FBA-Abs-Test durchgeführt.
Auftrennung des ~Serum-IgM's vom IgG erfolgte
durch Gelfiltration eines 0,7 in] aktiven Patientense-
rums an einer 1,5 X 14 cm Sephacryl S-300-Säulc
(Pharmacia, Heidelberg). Als Elutionsmittel diente
PBS. Fraktionen von 1,3 ml wurden gesammelt und
die Extinktion bei 280 nm gemessen. Jeweils vier
Fraktionen um den IgM.-Peak wurden vereint. IgM-
spezifische Antikörper wurden mit Hilfe des FBA-
Abs-Testes unter Verwendung eines -kettenspezifi-
.schen, FiTC-markierten Anti-Hunian-IgM-Seriims
von der Ziege (Bio-Merieux, Nürtingen) in der Ver-
dünnung von l :30 quantitativ bestimmt. Bei der
Ermittlung de» Titers wurde ein Verdünnungseffekt
des Serums von l :5 berücksichtigt.

B. burgdorferi IgG- und IgM-ELISA

Zur quantitativen IgG- und IgiM-Antikörperbestim-
mung in Seren von Patienten mit Lyrnc-Borrelio.se
wurde eine Modifikation des indirekten Enzygnost
Borreliosis-Eiizymiinmiinoussays (13eh ring werke,
Marburg) verwendet. Als Festphase diente ein mit
Octylglucosid extrahiertes Autigengeinisch des euro-
päischen B. burgdorferi-Patientenisolates PKo [11].
Als ProbenverdünuungspulTcT diente Tris/HCl-Puf-
fei; pH 8,1, der mit einem T. phagedenis-Ultrasoni-
kat versetzt wurde. Bei der IgM-AiitikörperbesJtini-
niung wurden die Patientensereii 1:20 im Proben-
puffe r vorverdünnt und dann zu gleichen Teilen mit
einem Anti-Human-IgG (v-keltenspezifiscli)-Hy-
periminunserum vom Schaf (Behringwerke) über
Nacht bei 4 °C inkubiert. Anschließend wurde das
IgG-lmmunpräzipitat bei 6.000 X g für 10 min
abzenrrifugiert und der Überstand (SerumVerdün-
nung 1:40) für die quantitative IgM-Ant ikürperbe-
stimniung eingesetzt. Als Wuschpuffer zwischen den
einzelnen Reaktionsschritten wurde 0,05% Tweeu
20-PBS, pH 7,2, verwendet. Jeweils 200 Serum-
verdüruaungeii im Probenpuffer von 1:200, 1:800
usw. fiu· die IgG-Antikörperbesthmnung und von
l :40, l :80 usw. für die IgM-Antikörperbestimmung
wurden in die beschichteten Vertiefungen gegeben
und 30 min bei 37 °C inkubiert. ßorrelien-gebunde-
nes IgG oder IgM wurde durch Zusatz von 100
eines Peroxidase-konjugicrren Anti-Human-lgG-
Serums vom Kaninchen ( -kettenspezifisch) oder
euies Anti-Huinan-IgM-Serums von der Ziege ( -
kettenspezifisch) in PBS, pH 7.2, für 30 min bei
37 °C markiert. Schließlich wurde durch Zusatz von
100 Substratlösung (0,5 mgTetrametliylbeuzidin-
hydrochloricl/ml 0,1 M Natriumacetat/Citronen-
säui-e-Puffer, pH 6,0; 0,01 % H202) für 30 min in
Dunkelheit die Enzymreaktion ausgeführt und der
Reaktionsablauf dann mit 100 einer 0,5 M Schwe-
felsäure gestoppt. Die optische Dichte wurde mit
einem Multiscan (Titertek) bei ^50 nm gegen 200
0.5 M Schwefelsäure gemessen. Als Endtiter wurde
die jeweils höchste Serumverdünnung definiert, die
über dem Mittelwert von fünf Negativkontrollen der
jeweiligen Probenvenlünnung lag. Für die quantita-
tive IgG-Antikörperbestimmung im Lkjuor cerebro-
spinalis von Patienten mit Verdacht auf Neuroborrc-
liose wurden die Liquorcs l :5, l: 10 usw. im Proben-
puffer verdünnt.

Treponemapallidum-Hämagglutinationsassay
(TPHA)

Der TPHA-Test wurde nach Angilben des Herstellers
(Mast-Diagnostik«·!, Reinfeld) durchgefiihrl.
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Quantitative Bestimmung vom Gesamt-IgG

Dio < | i u m t i i i i ( i v < ? Bestimmung vom Osaiiil- ini
Smim und Liipior rorebrospinalis erfolgte, mit Mil le
der rmluilen Inimumli f f i i s ion »uf
(Bei riiur\verke).

Ergebnisse

In Tnbelle l sind die mitt leren reziproken B. hurg-
rlorferi-AnlikörpertiUT der Kontrollgruppcn in den
Borrelien-Tests und im TPHA zusammengefaßt. Bei
den gesunden Erwachsenen (Gruppe 1) fielen alle
Borrelien-Tests negativ aus. In den Seren der Kon-
irollgnippe 2 sowie der Patienten mit Primär- und
Sekunclärsyphilis (Gruppe 3 und -4) wurde eine hohe
Antikörper-Kreuzreaklivitäl im FBA-Test festgc-
stelli , die nach Präabsorption der Seren mit einem T.
phagedenis-Lüirasonikat nicht mehr nachweisbar
war. Trotz der hohen kreuzreagierenden Antikörper-
Titer der Syphilisseren im FBA-Test wurde im Borre-
lia-lgG-ELISA nur eine geringe Kreuzreaktivität
und zwar ausschließlich bei den hochtitrigcn Seren
von Patienten mit Sekundärsypliilis festgestellt. Auf-
tauend ist, daß alle Patientenseren der Kontroll-
gruppcn im BO-HA-Test und iin Borrelia-IgM-
ELISA negativ waren.

In Tabelle 2 sind die Ergebnisse der serologischen
Untersuchungen von Patienten, bei denen aufgrund
der klinischen Symptome oder einer Zeckensticli-
Anamnese eine Lyme-Borreliose vermutet wurde,
dargestellt. Der BO-HA-Test· zeigte bei fünf Seren
von Patienten mit ECM aber auch bei einem Serum
von einem Patienten mit NB ein negatives Ergebnis.
Hohe Antikörpertiter im BO-HA-Test wurden in
Seren von Patienten mit klinischen Spätmanifesta-
tionen der Lyme-Borreliose festgestellt. Alle Patien-
tenseren waren im FBA-, vor allem im spezifischen
FBA-Abs-Test positiv. Die Titerdifferenz zwischen
dem FBA- vor der Absorption und dem FBA-Abs-
Test nach Absoiption mit einem T. phagedenis-
Ultrasonikat bewegte sich um eine Titerstufe.

Der fraktionierte IgM-FBA-Abs-Test fiel nur bei
einen) Patienten mit asyniptomatischcr Lyme-Borre-
liose negativ aus. Negative oder niedrige IgG-Anti-
körpertiier im Borrelia-IgO-ELISA wurden aus-
schließlich in den Seren von Patienten mit ECM fest-
gestellt. Alle Patienlenseren, die im Borrelia-IgG-
liLISA negativ waren, zeigten eine Reaktivität im
Borrelia-IgM-ELlSA. Bei einem Patienten mit
asyrnptomufischer Lyme-Borreliose fiel sowohl der
fraktionierte FgM-FBA-Abs-Test als auch der Borre-
lia-lgM-KLISA negativ aus. Bei zwei Patienten mit
klinischen Spätmanifestalioncn (LA, ACA) der
Lyme-Borreliose war der Borrelia-IgM-ELlSA trotz
des positiven Ausfalls vom fraktionierten l^M-FBA-
Abs-Test negativ (Tabelle 2j.

In Tabelle 3 sind einige Beispiele von Antikörper-
verlaufen in Seren von Patienten mit verschiedenen
klinischen Manifestationen der Lyme-Borreliose
nach antibiotischer Behandlung dargestellt. Beim
Patienten mit Erythema chronicum migrans waren
die spezifischen Borrelien-Tests bei der ersten Se-
rumuntersuchung noch negativ. Erst bei der zweiten
Untersuchung drei Wochen später wurden spezifi-
sche IgM-Antikörper nachgewiesen. Etwa acht
Monate nach antibiotischer Behandlung mit Doxy-
cyclin waren weder spezifische IgG- noch IgM-Anti-
körper nachweisbar. Beim Patienten mit Lyme-Car-
clitis fielen hohe IgG- und IgM-Antikörper in den
spezifischen Borrelien-Tests bereits bei der ersten
Sennnuntersuchung auf. Etwa zehn Monate nach
antibiotischer Behandlung mit Ccftriaxon waren
sowohl IgG- als auch IgM-Antikörper nicht mehr
nachweisbar. Bei den Patienten mit Lyme-Arthritis
und Acrodermatitis chronica atrophicans wurden
schon bei der jeweils ersten Serumuntersuchung sehr
hohe spezifische IgG- und IgM-Antikörpertiter fest-
gestellt. Etwa sieben bis zehn Monate nach antibio-
tischer Behandlung mit Ccftriaxon waren keine IgM-
Antikörper mehr nachweisbar, während die Borre-
lien-spezifischen IgG-Antikörper weiter persistier-
ten.

Durch Korrelation der Borrelien-spezifischen IgG-
Antilcörpertiter und der Gesamt-IgG-Konzentratio-
nen in Seruin/Liquor-Proben von Patienten mit

Tabelle 1. Mittlere reziproke Antikörpertiter der Kontrollgruppen in Borrelien-Tests und im TPHA

Gruppe

1
2
3
4

Zahl der
Patienten

20
12
5
5

BO-HA1

<20
<20
<20
<20

FBA2

<5
160
160

2560

FBA-Abs3

<5
<5
<5
<5

Borrelia
IgG-ELISA'

<200
<200
<200

800

Borrelia
IgM-ELISA

<40
<40
<40
<40

TPHA4

<20
<20
160

10240

Gruppe 1: Gesunde Erwachsene. Gruppe 2: Patienten mit Hauteffluoreszenzen unklarer Genese zum Ausschluß einer Lyme-Borre-
liose. Gruppe 3: Primärsyphilis. Gruppe 4: Sekundärsyphilis.
1 Borrelia-Hämagglutinationstest.2 Fluoreszenz-Borrelia-Antikörpertest.3 Fluoreszenz-Borrelia-Antikörper-Absorptionstest.4 Tre-
ponema-pallidum-Hämagglutinationstest.

Lab. med. 19:1-8(1995)



M. Moskophidis et al.: Wertigkeit von Labortests in der Serodiagnostik der Lyme-Borreliose

Neuroborrcliose war es möglich, eine intrathekale
Synthese B. burgdorferi-spezifischer IgG-Antikörper
zu bestimmen. Die Bestimmung des intrathekalen B.
burgdoferi-Antikörper (IBBA)-Indexes erfolgte nach
folgender Formel:
IgG-Antikörpertiter (Liquor) X Gesamt-IgG (Serum)
Gesamt-IgG (Liquor) X IgG-Antikörpertiter (Serum)
Mit dieser Formel wurde beispielsweise bei zwei
Patienten mit Neuroborreliose ein IBBA-Index von
7,9 und 7,7 festgestellt (Tabelle 4). Bei dem Patien-
ten mit der Lyme-Borreliose-Erkrankung ohne
klinische und proteinchemische Anzeichen für
eine Beteiligung des Zentralnervensystems an der

Infektion lag der IBBA-Index mit 1,4 im
Nonnbereich (0,5-2,0). Ein IBBA-Index von 7,9
bedeutete, daß der Anteil der B. burgdorferi-spezi-
fischen IgG-Antikörper pro mg Gesaml-IgC im
Liquor gegenüber dem Wert im Serum 7,9fach
höher lag.

Diskussion

Der indirekte linmunfluoreszenztest, der als erster
Test in die Serodiagnostik der Lyme-Borreliose ein-
gefülirt wurde [l, 12], zeigte, daß nicht nur Seren
von Patienten mit Lyrne-Borreliose, sondern auch

Tabelle 2. Reziproke B. burgdorferi-Antikörpertiter in Seren von Patienten mit verschiedenen klinischen Manifestationen der Lyme-
Borreliose oder einer Zeckenstichanamnese

Patient

S. L
C.W.
D. A.
R K.
G. H.
M. J.
G. R.
G.B.
El.
S. M.
K. H.
B.W.
N. U.
P.E.
J.A.
H. P.
R. P.
S.I.
Z. E.
A. W.
B. H.
LJ.
B. K.
K.P.
K. A.
G.W.
S.E.
E. A.
B. V.
S.W.
H.J.
N. U.
M. H.
B. G.
C.L

Klinische
Diagnose

ECM4

ECM
ECM
ECM
ECM
ECM
ECM
ECM
ECM
ECM
LBC5

LBC
LBC
LC6

LC
NB7

NB
NB
NB
NB
NB
NB
LA8

LA
LA
LA — -
ACA9

ACA
ACA
ACA
ACA
asymp.10

asymp.
asymp.
asymp.

BO-HA1

<20
<20
<20
<20
<20

40
40
80
40
40

1280
160

2560
640

1280
320
160
160
160
640
640

< 20
320

1280
80

10240
20480
2560
5120
1280

640
2560

· * 5120
640

2560

FBA2

160
160
160
160
640
80

160
160
160
320
320
320
640
320
160
160
160
160
160
320
320
640
160
320
320
640
640
640
320
640
320

2560
1280
1280
1 280

FBA-Abs3

80
80
80
80

320
80

160
80
80

160
160
160
320
160
80
80
80
80
80

160
160
320
80

160
160
320
320
320
160
320
160

1 280
640
640
640

Frakt. IgM-
FBA-Abs

80
80
80
80
80
80

160
80
80

160
80
80

640
80

160
80
80
80

160
160
80

640
80

320
160
160
80
80

160
160
80
80

160
80
<5

Borrelia
IgG-ELISA

<200
<200
<200

800
12800
<200
<200

12800
800

3200
12800
51 200
12800
12800
12800
12800
51200
12800
.12 800

819200
51200
12800
51200
51 200
51 200

204 800
204 800
204 800
204 800
204 800
204 800

- 819200
819200
819200
204 800

Borrelia
IgM-ELISA

320
160
320
640
320
640

5120
320
320
640
320
160

2560
160
320
320
160
320

1280
1 280

160
1280

160
5120
<40
640
160
<40

1 280
320
160
320
320
640
<40

1 Borrelia-Hämagglutinationstest.
2F)uoreszenz-Borrelia-Antikörpertest.
3Fluoreszenz-Borrelia-Antikörper-
Absorptionstest.

4 Erythema chronicum migrans.

5 Lymphadenosis benigna cutis.
6 Lyme-Carditis.
7 Neuroborreliose.
8 Lyme-Arthritis.

9 Acrodermatitis chronica atrophicans.
10 Asymptomatisch jedoch

länger zurückliegende
Zeckenstichanamnese.
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Tabelle 3. Zeitverlauf reziproker B. burgdorferi-Antikörpertiter in Seren von Patienten mit verschiedenen klinischen Manifesta-
tionen der Lyme-Borreliose nach antibiotischer Behandlung

Klinische
Diagnose

ECM

LC

LA

ACA

Datum der
Serumgabe

23.10.92
14.11.92*
14,02.93
15.04.93
23.07.93

11.09.92"
13.11.92
30.04.93

26.10.92**
08.02.93
12.05.93
14.08.93

14.08.92**
13.10.92
14.12.92
26.03.93
04.06.93

BO-HA

<20
<20
<20
<20
<20

640
80

<20

2560
640
320
160

20480
10240
2560
1280
1280

FBA

<5
160
160
80
<5

640
160
<5

640
160
80
80

2 560
1 280

320
160
160

FBA-Abs

<5
80
80
40
<5

320
80
<5

320
160
40
40

1280
640
320
160
80

Frakt. IgM·
FBA-Abs

<5
80
40
40
<5

80
20
<5

160
80
20
<5

160
80
40
<5
<5

Borreüa
IgG-ELISA

<200
<200

800
800

<200

12800
3200
<200

204 800
51200
12800
3200

204 800
51200
12800
12800
12800

Borrelia
IgM-ELISA

<40
320
160
80

<40

320
80

<40

640
160
80

<40

1280
320
80

<40
<40

ECM = Erythema chronicum migrans, LC = Lyme-Carditis, LA = Lyme-Arthritis, ACA = Acrodermatitis chronica atrophicans.
* Behandlung mit Doxycyclin 21 Tage, 2 0,1 g pro die.

** Behandlung mit Ceftriaxon i. v. 21 Tage, 1 2 g pro die.

Tabelle 4. Intrathekale Synthese B. burgdorferi-spezifischer IgG-Antikörper bei Patienten mit Neuroborreliose

Klinische
Diagnose

LB3

NB4

NB5

Probe

Serum
Liquor

Serum
Liquor

Serum
Liquor

Gesamt-IgG
mg/l

12420
28

11 230
142

9120
59

Borrelia IgG-
ELISA-Titer1

51200
160

12800
1280

12800
640

Serum/Liquor-Quotient für
Gesamt-IgG IgG-ELISA

443

79

154

320

10

20

IBBA2-lndex

1,4

7,9

7,7

1 Reziprok.
2 Intrathekaler Borrelia burgdorferi-

Antikörper-lndex (Normal: 0,5-2,0).

3 Lyme-Borreliose ohne Beteiligung
des Zentralnervensystems
an der Infektion.

4 Neuroborreliose: Facialisparese,
Polyradikulitis, 89 Zellen/ Liquor.

5 Neuroborreliose: Tetraspastik,
Polyradikulitis, 43 Zellen/ Liquor.

solche von Patienten mit Rückfallfieber-Borreliosen
oder 8> 1 5 hohe Antikörpertiter im FBA-Test auf-
wiesen [13—17]. Untersuchungen mit Kanmchenim-
munseren gegen Treponema pallidum, Trepouema
phagedenis, Borrelia hermsii, Borrelia recurrentis,
Escherichiu coli und Sahnonella typhimurium erga-
ben, daß sie ebenfalls im FBA-Test mit unterschied-
lich hohen Titern kreuzreagierten [18, 19]. Präab-
sorption der Seren mit ausreichenden Mengen von T.
phagedenis-Ultrasonikat fülvrte dazu, daß die
kreuzreagierenden Antikörper mit Ausnahme sol-
cher von B. herrnsii und B. rccurrentis erfolgreich
entfernt werden konnten [13, 17, 18, 19].

Die Untersuchungsergebnisse der vorliegenden
Arbeit stimmen mit diesen Befunden überein. Alle
Patientenseren der Kontrollgruppen wäre im FBA-
Abs-Test negativ, obwohl der FBA-Test bei drei Kon-
trollgruppen mit unterschiedlich hohen Titern posi-
tiv ausfiel (Tabelle 1). Im Gegensatz dazu waren alle
Seren von Patienten mit klinischen Manifestationen
der Lyme-Borreliose im FBA-Abs-Test positiv
(Tabelle 2). Ein Mindesttiter von l :64, der von ver-
schiedenen Untersuchern bei der Einführung des
FBA-Testes in die Serodiagnostik der Lyme-Borreli-
ose vorgeschlagen wurde [13, 20], ist für den spezifi-
schen FBA-Abs-Test nicht mehr erforderlich. Einer-

Lab, med. 19:1-8 (1995)
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seits können höhere Antikörpertiter im FBA-Test
auftreten., ohne daß eine Lyme-Borreliose-Erkran-
kung vorliegt (Tabelle 1)> andererseits sind niedri-
gere Titer im FBA-Abs-Test in Seren von Patienten
mit Lyme-Borreliose als spezifisch anzusehen
(Tabelle 2). Signifikante Titerunterschiede im FBA-
und FBA-Abs-Test wurden bei fünf verschiedenen B.
burgdorferi-Stämmen ( 31, 8, PKa, Fr, N34) mit
teils unterschiedlichen Proteüimustern in der SDS-
Polyacrylami d - G el el ektroph orese nicht fes tges tel It
(Moskophidis, unpublizierte Daten).

Der BO-HA-Test, der aufgrund seiner Antigenzu-
sarnmensetzung hauptsächlich Antikörper gegen die
Oberflachen-Proteinantigene von B. burgdoferi
erfaßt, zeichnete sich durch eine hohe Spezifität aus.
AJle Seren der Kontrollgruppen einschließlich sol-
cher von Patienten mit Syphilis fielen im BO-HA-
Tesr negativ aus (Tabelle 1). Im Vergleich mit dem
FBA-Abs-Test zeigte der BO-HA-Test eine gleich
hohe Spezifität, die Sensitivitäl war jedoch insbe-
sondere in den Seren von Patienten mit ECM niedri-
ger (Tabelle 2). Häniagglutinierende Antikörper im
BO-HA-Test sind wahrscheinlich unter anderen ver-
antwortlich für die borreliazide Aktivität in Seren
von Patienten mit Lyme-Borreliose [21]. Dafür spre-
chen auch Untersuchungen mit monoklonalen AJati-
körpern, die gegen die Oberf lachen-Proteinantigene
von B. burgdorferi gerichtet waren und eine ha mag-
glutinierende/agglutinierende und eine bakterizide
Aktivität aufwiesen [22, 23, 24]. Die vorliegenden
Untersuchungen lassen die Vermutung zu, daß ein
Zusammenhang zwischen dem Auftreten von
häinagglutinierenden Antikörpern und der Dauer
der Infektion besteht (Tabelle 2).

Der FBA-Abs- und der BO-HA-Test erfassen
sowohl IgC- als auch IgM-Antikörper. Der Nachweis
von spezifischen IgM-Antikörpern ist jedoch ein
wichtiges Kriterium für die Persistenz des Erregers
im Organismus und somit für die Behandlungsbe-
dürftigkeit der Infektion. Mit Hilfe des fraktionier-
ten IgM-FBA-Abs-Testes konnten signifikante spezi-
fische IgM-Antikörpertiter in allen Seren von unbe-
handelten Patienten mit klinischen Manifestationen
der Lyme-Borreliose "nachgewiesen werden (Tabel-
le 2). Der negative Ausfall des fraktionierten FBA-
Abs-Testes' im Serum eines Patienten mit asympto-
matischer Lyme-Borreliose ist entweder auf eine
Spontanheilung oder auf eine in vivo-Blockierung
der spezifische]) IgM-Antikörpersynthese durch
hohe IgG-Antikörpertiter .gleicher Erreger-Spezifität
z urückzufü hren.

Die bisher beschriebenen ELISA's zum Nachweis
von IgG- und IgM-Antikörpern in Seren von Patien-
ten mit Lynie-Borreliose wiesen zwar eine relativ
hohe Sensitivität auf, erreichten jedoch nicht die
erforderliche Spezifität. Dies ist durch den Erreger
bedingt, der. zur Gattung der Spirochäten gehörend,

eine Antigengemeinsehaft mit. anderen gramncgati-
ven Bakterien aufweist [19]. Die meisten Autoren
verwendeten als Antigen für den Borrelia-ELlSA
Ultrasonikate ganzer Bakterierizellen [20, 25, 26].
\7erschiedene Arbeitsgruppen berichteten über eine
Verbesserung der Sensitivität und/oder der Spezifi-
tät des ELlSA's bei Verwendung von Flagellen [27],
einer angereichten Flagellin-Präparution [28] oder
einer Oberf lachen-Proteinfraklion [29, 30] als Anti-
gen. Eine wesentliche Verbesserung der Sensitivitäl
und insbesondere der Spezifität des Borrelia-ELJ-
SA's ließ sich auch bei der Verwendung der Captu re-
Technik [31, 32] oder von recombinanten Antigenen
[33] nicht: feststellen. Auffallend war, daß der
EL1SA bei allen Untersuchern ohne Präabsorption
der Seren mit einem T. phagedenis-Ultrasonikat
d urcl ige führt wurde

Der Borrelia-ELlSA, der in der vorliegenden Stu-
die verwendet wurde, zeichnete sich durch eine hohe
Sensitivität und eine gute Spezifitäl aus. In den Kon-
trollgruppen zeigte er eine nur geringe IgC-Kreuzre-
aktivität mit den hochtitrigen Seren von Patienten
mit Sekundäxsyphilis (Tabelle 1). Wahrscheinlich
war die im Probenpuffer vorliegende T. phagedenis-
Ultrasonikatkonzeiitration zu niedrig, um alle
kreuzreagierenden IgC-Antikörper zu absorbieren.
In allen 31 Seren von Patienten mit klinischen iMaui-
festationen der Lyme-Borreliose wurden spezifische
IgG- und/oder IgM-Antikörper im Borrelia-ELlSA
nachgewiesen (Tabelle 2). Ausschließlich IgM-Ariti-
körper wurden nur in Seren von Patienten mit ECM
gefunden. Grundsätzlich bestand eine Parallelität
zwischen dem Borrelia-IgM-ELISA und dem frak-
tionierten IgM-FBA-Abs^-Test. Der negative Ausfall
des IgM-Borreha-ELISA's bei zwei Seren von Patien-
ten mit klinischen Spätnianilestationen läßt stell
wahrscheinlich auf eine IgG-Kompetition zurück-
führen (Tabelle 2).

Der FBA-Abs-Test und der Borrelia-ELlSA kön-
nen trotz ihrer hohen Sensitivität im frühen Stadium
der Infektion negativ ausfidlen (Tabelle 3, ECM).
Dies ist durch die Infektion begründet, denn
bekanntlich entwickelt der Organismus nur langsam
Antikörper gegen B. burgdorferi oder T. pullidum.
Die klinische Symptomatik eines syphilitischen Pri-
märaffektes (Ulcus durum) oder eines ECM sieht
also im Widerspruch zur negativen Antkörper-Sero-
logie. Dieses Problem kann nicht durch eine einma-
lige Antikörper-Diagnostik, sondern einzig und
allein durch Verlaufskoni rollen im Abstand von 2-3
Wochen gelöst werden.
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