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Diagnostische Wertigkeit serologischer Verfahren bei
der Diagnostik einer Infektion mit Borrelia burgdorferi

Diagnostic Value of Serological Test-Systems Used in Diagnosis of Infection With Borrelia

Burgdorferi
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Zusammenfassung: Der Nachweis von Antikdrpern
gegen Borrelia burgdorferi-Antigene steht nach wie
vor im Mittelpunkt der Laboratoriumsdiagnostik der
Lyme-Borreliose. Hinsichtlich der Aussagefahigkeit
von in der Routineanalytik verwendeten Testsystemen
sind nicht nur die analytische Sensitivitdt und Spezi-
fitit der verwendeten Testsysteme entscheidend, son-
dern auch die diagnostische Wertigkeit der jeweiligen
Testergebnisse.

Untersucht wurden neben einem klinisch definierten
Serum-Panel von 194 Patienten insgesamt 220 weitere
nicht-selektionierte Seren aus der Routineanalytik des
Institutes fiir Medizinische Diagnostik in Berlin. Die
Ergebnisse zeigen beim Nachweis Borrelien-spezifi-
scher Antikorper sehr deutlich, dass bei der Verwen-
dung nur eines Testsystems als Screening-Test ein
hoher Prozentsatz bereits positiver Proben nicht detek-
tiert werden kann. Nur die gleichzeitige Verwendung
von verschiedenen Testsystemen (ELISA und Immun-
oblot), insbesondere in der Frithphase einer Borrelien-
infektion, fiihrt zu einer ausreichend hohen Nachweis-
sensitivitit.

Ziel der vorliegenden Studie war daher nicht der
Nachweis von Sensitivitit oder Spezifitdt einzelner
Testverfahren, sondern vielmehr die Darstellung der
Problematik bei der Anwendung serologischer Testver-
fahren im Rahmen der routinemiBig durchgefiihrten
Analytik zur Diagnostik der Lyme-Borreliose.

Schliisselworter: Borrelia burgdorferi; Lyme-Borre-
liose; Labordiagnostik; Serologie; ABICAP®-Verfah-
ren; Immunoblot.

Summary: The serological detection of antibodies
against Borrelia burgdorferi-antigens is still a central
part in the laboratory diagnosis of the Lyme disease.
For the evidence. of a test system used in routine
analysis not only the sensitivity and specificity of the
assays used but also the reliability of the results ob-
tained is important.

We examined a clinically defined sera-panel of 194
patients and another 220 non-selected sera from the

Korrespondenzadresse: Prof. Dr. Dr. Franz Noll; Institut flr
Medizinische Diagnostik, Nicolaistr. 22, D-12247 -Berlin; Fax:
030-77001-332

Eingegangen: 17. September 1999/Angenommen: 16. Februar 2000

190 J Lab Med 2000; 24 (4): 190-197

routine analytical process in the Institut fiir Medizini-
sche Diagnostik in Berlin.

The results clearly demonstrate that a high percentage
of positive sera will not be detected using only one test
system as screening assay. Only the combined use of
different test systems (ELISA and immunoblot), espe-
cially in the early stages of infection with Borrelia
burgdorferi, leads to a sufficient high sensitivity of de-
tection.

The presented study was preferentially not intended to
determine sensitivity oder specifity of single assays
but was carried out to demonstrate the main problems
using serologically based assays during daily routine
analysis for diagnosis of Lyme disease.

Keywords: Borrelia burgdorferi; Lyme borreliosis;
laboratory diagnosis; serology; ABICAP® procedure;
immunoblot.

) ie Lyme-Borreliose ist die hdufigste vektorvermit-
L#telte Erkrankung des Menschen in Nordamerika
und Europa. Der Erreger, Borrelia burgdorferi, wird
durch Zecken der Spezies Ixodes ricinus iibertragen.
Die klinische Diagnose der Lyme-Borreliose ist auf-
grund der Komplexitit des Krankheitsbildes [1], der
héufig unspezifischen Symptomatik und der Vielzahl
der mdoglichen :klinischen Differentialdiagnosen oft
schwierig. .

Der direkte: Nachweis von Borrelia burgdorferi
durch die bakteriologische Kultur ist langwierig und
schwierig. Die Erfolgsraten bei Kultivierung sind bei
Hautbiopsien am héchsten (40 - 70%), verglichen mit
nur <10% bei Liquorproben und <1% aus Blutproben
[2]. Die Kultivierung von Borrelia burgdorferi ist
daher als diagnostische Routinemethode schlecht ge-
eignet, insbesondere da die Erregerdichte im Untersu-
chungsmaterial meist sehr niedrig ist.

Molekularbiologische Methoden zum direkten Erre-
gernachweis erreichen eine diagnostische Sensitivitit

(in Abhingigkeit von der gewihlten Methodik) von

etwa 50 - 70% aus Hautbiopsien und von ca. 25% bis
zu 90% aus dem Urin [3, 4] bei manifestem Erythema
migrans, aus dem Gelenkpunktat bei Lyme-Arthritiden
werden ebenfalls Sensitivitiiten von bis zu 90% ange-
geben [5, 6]. Nukleinsdureamplifikationstechniken
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stellen derzeit eine mogliche Ergénzung jedoch keinen

Ersatz der serologischen Routineverfahren dar [7].
Die Diagnose einer Lyme-Borreliose beruht daher

im wesentlichen noch immer auf dem Nachweis Bor-

relien-spezifischer IgG- und/oder IgM-Antikorper im-

Serum bzw. Liquor cerebrospinalis oder im Gelenk-
punktat. Bis auf extrem seltene. anhaltend seronegati-
ve Verldufe fiihrt die Infektion mit Borrelia burgdorfe-
ri in der Regel zu einer mefbaren humoralen Immun-
antwort [8]. Diagnostische Einschrinkungen ergeben
sich aufgrund
1. einer niedrigen diagnostischen Sensitivitit wihrend
der Friihphase der Erkrankung durch eine sich nur

langsam entwickelnden Immunantwort [9, 10, 11];
2. der fehlenden Unterscheidungsmoglichkeit - zwi-

schen akuter und zuriickliegender Infektion [12]

durch die hiufige Antikorperpersistenz nach iiber-

standener Erkrankung und
3. des Auftretens von unspezifischen IgM-Antik6rpern

z.B. bei EBV-Infektionen [8].

Zudem korreliert die Hohe der 1gG-lmmunantwort nur
bedingt mit der klinischen Symptomatik [12] und das
individuelle serologische Profil eines erkrankten Pati-
enten ist in hohem MaBe abhdngig vom Stadium der
Erkrankung, der Krankheitsdauer sowie einer Antibio-
tikatherapie und dem jeweiligen Erregertyp.

Serologische Nachweisverfahren zur Detektion Bor-
relien-spezifischer Antikorper wie Hamagglutinations-
teste, Immunfloureszenzteste, Enzymimmunoassays
oder auch Immunoblotverfahren erreichen einzeln an-
gewendet die von den entsprechenden Fachorganisa-
tionen z. B. der EUCALB (European Concerted Ac-
tion on Lyme Borreliosis) geforderten Spezifititskrite-
rien von iiber 98% nicht [13].

Im Gegensatz zu den’ Verhiltnissen in den USA gibt
es in Europa derzeit keinerlei Standardisierung der
verschiedenen Testmethoden oder der Ergebnisinter-
pretation. Eine befriedigende Qualititskontrolle kom-
merzieller und nicht kommerzieller Tests findet derzeit
ebenfalls nicht statt.

Verschiedene Fachgesellschaften (z.B. die Deutsche
Gesellschaft fiir Hygiene und Mikrobiologie -
DGHM) haben sich daher den von den entsprechenden
Kommissionen in den USA festgelegten diagnosti-
schen Standards angeschlossen.

Die empfohlenen Richtlinien in den USA [14] sehen
bei der Serodiagnostik der Lyme-Borreliose ein soge-
nanntes Zwei-Stufen-Verfahren vor, in dem ein Scree-
ningtest (ELISA oder IFT) bei fraglichem oder positi-
vem Ergebnis von einem Western-Blot bestitigt wer-
den soll. Diese Verfahrensweise ist fiir die USA mog-
lich, da dort-die Lyme-Borreliosen praktisch aus-
schlieBlich durch Borrelia burgdorferi sensu strictu
verursacht werden. In Anbetracht der Borrelien-Diver-
sitdt in Mitteleuropa hat sich z.B. das Land Branden-
burg zu dazu abweichenden Empfehlungen entschlos-
sen [15]). Die WHO empfiehlt eine minimale Spezifitit
der eingesetzten serologischen Tests von 98% [13].
Wenn diese Spezifitdt nicht von einem Test erreicht
werden kann, sollten je nach regionaler Situation Test-

kombinationen verwendet werden. Mit dieser Formu-
lierung wird dem Unterschied zwischen den USA und
Europa/Asien Rechnung getragen.

Die Problematik der Serodiagnostik der Lyme-Bor-
reliose insbesondere in der laboriirztlichen Routinedia-
gnostik soll in dieser Arbeit anhand von ausgewihlten
als auch nicht ausgewihlten Seren von Patienten dar-
gestellt werden.

Eine Vorgehensweise in Form einer Stufendiagno-
stik wie es die amerikanischen Empfehlungen vorse-
hen, kann fiir den europiischen Raum aufgrund der
Antigendiversitit und insbesondere der fehlenden
Standardisierung der Testsysteme [16] auch nach den
in dieser Studie dargestellten Ergebnissen nicht gene-
rell empfohlen werden.

Material und Methoden

Untersuchte Seren

Die Daten wurden erhoben an 220 Seren aus der Rou-
tinediagnostik vom September 1998, Anforderung —
Borrelien-Antikdrper und an 194 ausgesuchten Fillen
mit bekannter klinischer Symptomatik der Jahre 1997
und 1998.

Verwendete serologische Testsysteme

Zur Erstellung von vergleichbaren Daten fiir die vorlie-
gende Studie wurden gezielt Testverfahren ausgewihlt,
die mit den gleichen Antigenen arbeiten, nimlich 1.
ABICAP®-Test fiir Borrelia IgG und Borrelia IgM
(Firma ABION GmbH, lJiilich; Stammisolat: Borrelia
burgdorferi sensu strictu, ATCC-Nr: 35211) und 2.
Borrelia burgdorferi 1gG/IgM-Immunoblot der Firma
Genzyme Virotech GmbH (Riisselsheim; Stammisolat:
Borrelia burgdorferi sensu strictu, Stamm 2591). Im
Gegensatz zu den herkommlichen ELISA-Verfahren
beruht das ABICAP®-Verfahren auf dem Prinzip der
Mikroimmunaffinitatschromatographie mit nachfolgen-
dem nicht-kompetitiven Sandwich-Immunoassay zur
quantitativen Bestimmung von IgG- und IgM-Antikor-
pern. Die Testdurchfiihrungen erfolgten jeweils nach
den Angaben der Hersteller. Die Auswertung und Be-
urteilung der ABICAP®-Ergebnisse sowie die Interpre-
tationskriterien fiir den IgG- und IgM-Immunoblot
wurden ebenfalls nach Anbietervorschrift vorgenom-
men. Der Immunoblot wird ,,positiv* bewertet, wenn
mindestens zwei der hochspezifischen Banden (p83,
p39, p34/OspB, p31/OspA, p25-22/0spC, p20 und
p18) nachweisbar sind; ,,grenzwertig® wurde der Im-
munoblot dann beurteilt, wenn nur eine hochspezifi-
sche Bande und/oder mehrere unspezifische Banden

. nachgewiesen wurden. ,Negativ* wurde der Immuno-

blot dann bewertet, wenn keine oder nur unspezifische
Banden nachweisbar waren. Ein isoliertes Auftreten der
p41-Bande fiihrte zu einer Einstufung als ..grenzwer-
tig*. Die Auswertung des Bandenmusters bei den [gM-
Immunoblots erfolgte nach denselben Kriterien wie bei
den IgG-Immunoblots. Das Vorliegen von kreuzreakti-
ven Antikorpern gegen Treponema pallidum wurde
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Tabelle 1 Bestimmung Borrelien-spezifischer IgG-Antikérper (n = 220).

positive Seren (n = 41) Immunoblot

ABICAP®-Verfahren Positiv Grenzwertig Negativ
Positiv 20 12 7 1
Grenzwertig 4 4 0 0
Negativ 17 17 0 0
grenzwertige Seren (n = 16) Immunoblot

ABICAP®-Verfahren Positiv Grenzwertig . Negativ
Positiv 0 0 . 0 0
Grenzwertig 9 0 9 0
Negativ 7 0 7 0
negative Seren (n = 163) Immunoblot

ABICAP®-Verfahren Positiv Grenzwertig Negativ
Positiv 6 0 2 4
Grenzwertig : 5 0 0 - 5
Negativ 152 0 47 105
mittels eines TPHA-Testes (Hersteller: Firma LD ¢ aufgrund bekannter klinisch-anamnestischer Daten

Labor Diagnostika GmbH, Heiden) bei allen unter-

suchten Seren ausgeschlossen.

Kriterien fiir die Gesamtbeurteilung der untersuchten

Seren

Seren wurden dann als ,,positiv¢‘ bewertet, wenn ent-

weder

+ das positive Ergebnis des ABICAP®-Testes durch
den Immunoblot bestitigt wurde oder

* nur der Immunoblot allein ein (bei negativen oder
grenzwertigen ELISA-Ergebnissen) positives Er-
gebnis lieferte oder

* aufgrund bekannter anamnestischer Daten und/oder
vorliegender Vorbefunde des betreffenden Patienten
ein alleinig positives Ergebnis des ABICAP®-Testes
(auch bei Vorliegen eines negativen oder nur grenz-
wertigen Blotergebnisses) verifiziert werden konn-
te.

Seren wurden dann als ,,grenzwertlg“ bewertet, wenn

entweder

* das grenzwertige Ergebnis des ABICAP®-Testes
durch den Immunoblot ebenfalls grenzwertig be-
stitigt wurde oder

* nur der Immunoblot allein ein grenzwertiges Ergeb-
nis lieferte

Seren wurden dann als ,,negativ¢ bewertet, wenn ent-

weder

* das negative Ergebnis des ABICAP®-Testes durch
den Immunoblot ebenfalls negativ bestitigt wurde
oder

* nur der Inmunoblot allein (auch bei positiven oder
grenzwertigen - ELISA-Ergebnissen) ein negatives
Ergebnis lieferte oder
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und weiterer vorliegender Befunde auch bei einem

grenzwertigen Immunoblot-Ergebnis eine Infektion

mit Borrelia burgdorferi unwahrscheinlich war.
Diese Bewertungskriterien wurden sowohl fiir die Be-
stimmung der IgG-Antikorper als auch fiir die Bestim-
mung der IgM-Antikorper zugrunde gelegt.

Ergebnissé

1. Seren aus der Routinediagnostik (n = 220) vom Sep-
tember 1998

IgG-Bestimmung

Von insgesamt 220 untersuchten Seren wurden 41

Seren mit der Gesamtbewertung ,,positiv* klassifiziert,
16 Seren wurden als ,, grenzwertig® eingestuft und 163
Seren wurden mit ,negativ® bewertet (s. Tabelle 1).
Der Anteil der positiven Seren nach der Gesamtbeur-
teilung betrdgt damit insgesamt 18,6% und liegt deut-
lich iiber dem geschétzten Durchseuchungsgrad der
Berliner Bevélkerung. Die Indikationen zur Bestim-
mung der Borrelien-spezifischen Antikérper zeigen
nahezu das gesamte Spektrum der durch Borrelia burg-
dorferi-Infektionen hervorgerufenen klinischen Bilder,

am héufigsten sind jedoch Anforderung ohne nihere
klinische Angaben bzw. mit der alleinigen Angabe
»Zeckenstich. Die -Beurteilung der positiven bzw.

grenzwertigen serologischen Befunde ist daher nur in
wenigen Ausnahmefillen direkt unter Bezugnahme auf -
die .entsprechenden klinischen Angaben méglich. In
den meisten Fillen erfolgte daher die Endbeurteilung
des serologischen Befundes erst nach telefonischer
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Tabelle 2 Bestimmung Borrelien-spezifischer IgM-Antikdrper (n = 220).

positive Seren (n = 48) Immunoblot

ABICAP®-Verfahren _ Positiv Grenzwertig Negativ
Positiv - 28 7 16 5
Grenzwertig . 6 6 : 0 0
Negativ 14 14 o 0
grenzwertige Seren (n = 19) Immunoblot )
ABICAP®-Verfahren Positiv Grenzwertig Negativ
Positiv ' . 28 7 16 5
Grenzwertig 6 6 0 0
Negativ - 14 14 0 0
negative Seren (n = 153) Immunoblot
ABICAP®-Verfahren Positiv Grenzwertig Negativ
Positiv .14 0 : 0 14
Grenzwertig 19 0 1 18
Negativ 120 0 29 91

Riicksprache mit dem behandelnden Arzt, so dass alle
serologisch als ,,positiv bewerteten Seren entspre-
chend verifiziert werden konnten.

Bei alleiniger Anwendung des ABICAP®-Verfah-
rens zum Nachweis Borrelien-spezifischer Antikorper
der IgG-Klasse konnten von 41 nur 20 = 49% der
Seren eindeutig positiv detektiert werden; 4 Seren =
9,7% wurden vom Testverfahren noch grenzwertig be-
urteilt. In 17 Féllen = 41% konnten Borrelien-spezifi-
sche IgG-Antikorper mittels ABICAP®-Verfahren
nicht nachgewiesen werden. Im Vergleich zu ELISA-
Testen anderer Hersteller (und Verwendung anderer
Antigene) ergaben sich keine wesentlichen qualitati-
ven Unterschiede beim Nachweis Borrelien-spezifi-
scher Antikorper (Daten hier nicht gezeigt). Bezogen
auf die Gesamtzahl der untersuchten Fille (n=220)
entspricht dies bei ausschlieBlicher Verwendung eines

sogenannten Screening-Testes einer Rate von insge-

samt 7,7% falsch negativer Befunde. In allen Fillen

lieferte nur die gleichzeitige Durchfiihrung auch eines

Immunoblots hier den serologischen Hinweis auf das
Vorliegen einer Infektion mit Borrelia burgdorferi. Bei
Verwendung des Immunoblots als Screeningverfahren
wire nur ein Serum falsch negativ detektiert worden;
allerdings erhalten wir eine sehr hohe Rate von ca.
33% an fraglichen (,grenzwertigen*) Befunden (n=
72); im ABICAP®-Verfahren werden insgesamt nur 18
Seren (= 8,2%) nicht eindeutig positiv oder negativ ge-
funden. Dies bedeutet, dass in etwa einem Drittel der
Fille eine Zweituntersuchung notwendig wird.

IgM-Bestimmung

Von insgesamt 220 untersuchten Seren wurden 48.

Seren mit der Gesamtbewertung ,,positiv* klassifiziert,

19 Seren wurden als ,,grenzwertig* eingestuft und 153
Seren wurden mit ,,negativ” bewertet (s. Tabelle 2).
Der Anteil der positiven Seren betrigt-damit insgesamt
21.8% und liegt, wie erwartet, etwas iiber dem Anteil
der IgG-positiven Seren. Die Gesamtbeurteilung er-
folgte entsprechend wie bei der Klassifizierung der
IgG-Bestimmung. Von insgesamt 48 positiven Seren
werden 28 = 58,3% vom ABICAP®-Verfahren eindeu-
tig detektiert, 6 Seren = 12,5% werden noch grenz-
wertig gefunden, bei der Untersuchung von 14 Seren =
29,1% konnen keine Borrelien-spezifischen IgM-Anti-
korper nachgewiesen werden. Auf die Gesamtzahl der
untersuchten Seren bezogen, entspricht dies einem Ge-
samtanteil von 6,3% falsch negativen Ergebnissen. Bei
alternativer Anwendung des Immunoblots als alleini-
gem Untersuchungsverfahren wéren = 2.3% von 220
untersuchten Seren nicht als positiv erkannt, 16 Seren
= 7,3% nur als grenzwertig detektiert worden.

2. Analyse selektionierter Seren aus der Routinedia-
gnostik (n = 194) von Patienten mit bekannter klini-
scher Symptomatik R

Fiir alle hier untersuchten Seren waren die klinischen
Daten der Patienten bekannt. Das Indikationsspektrum
zur Bestimmung Borrelien-spezifischer Antikorper
reichte dabei von Kontrolluntersuchungen nach
Zeckenstich iiber entsprechende Titerbestimmungen
bei definierter klinischer Symptomatik (Erythema mi-
grans, Neuroborreliose, Lyme-Arthritis, Acrodermati-
tis chronica atrophicans und verschiedene andere mit
Borrelien-Infektionen assoziierte Krankheitsbilder) bis
zu Titerverlaufskontrollen nach Therapie oder Ver-
dacht auf Reinfektionen bzw. Reaktivierungen (s. Ta-
belle 4).

J Lab Med 2000; 24 (4): 190-197 193



Anita F. Popperl, F. Noll. Diagnostische Wertigkeit serologischer Verfahren bei Borrelia burgdorteri

Tabelle 3 Bestimmung Borrelien-spezifischer Antikérper in vorselektionierten Seren (n = 194).

19G-Bestimmung Immunoblot positiv Immunoblot grenzwertig Immunoblot negativ Gesamtanzahl
ABICAP¢#.System
positiv 39 19 13 (= 6,7%) 71
grenzwertig 12 13 12 37
negativ 18 (= 9.3%) 37 31 86
Gesamtzahl 69 69 56 194
IgM-Bestimmung )
ABICAP3-System .
positiv 56 9 45 (=23,2%) 110
grenzwertig 16 4 15 35
negativ 21 (= 10,8%) 8 20 49
Gesamtzahl 93 21 70 194
Tabelle 4 IgG-Antikorper-Nachweis - Einzelfallanalyse.
Klinische Symptomatik Fallzahlen — gesamt Elisa - negativ Fehldiagnosen
’ Blot - positiv
Zeckenstich 29 15 % 0 0 %
Erythema migrans . 81 41,7% 9 11,1%
Neuroborreliose 27 14 % 3 11,1%
Lyme-Arthritis 29 15 % 2 6.9%
Acrodermatitis chronica atrophicans 3 1,5% 1 33.3%
Lymphadenitis cutis benigna 2 1,0% 0 0 %
sonstige 23 11,8% 3 13,0%
Gesamt 194 100 % 18 9,3%

In 29 (= 15%) Fillen wurde als Untersuchungsindi-
kation ,,Zeckenstich* angegeben, 81 (= 41,7%) der Pa-
tienten wiesen zum Untersuchungzeitpunkt ein Erythe-
ma migrans auf, 27 (= 14%) zeigten das klinische Bild

einer Neuroborreliose (Diagnosestellung erfolgte nach -

klinischen Kriterien [z.B. Vorliegen eines Bannwarth-
Syndroms] und/oder positiven pathophysiologischen
Liquorparametern [Pleiozytose, Proteinerhhung bzw.
Nachweis der autochtonen intrathekalen Antikorper-
Synthese]), 29 (= 15%) Patienten litten ‘unter einer
Lyme-Arthritis, in 3 Fillen (=1,5%) wurde die Be-
stimmung der Borrelien-Antikérper bei Vorliegen
einer Acrodermatitis chronica atrophicans durchge-
fiihrt und in zwei Fillen (= 1%) lautete die klinische
Diagnose Lympbadenitis cutis benigna. Unter 23 son-
stige Indikationen fallen Kardiomyopathien, Pericar-
ditiden, Titerkontrollen nach Therapie, Verdacht auf
Reaktivierung oder Reinfektion, sowie Krankheitsbil-
der, fiir die eine Assoziation mit Borrelien-Infektionen
vermutet wird z.B. das Erythema annulare [17] oder
bei Patienten mit Horsturz [18).

Im Rahmen der IgG-Bestimmung (s. Tabelle 3,
oben) kommt es bei diesen Patienten mit klar definier-
ten klinischen Krankheitsbildern bei der alleinigen An-
wendung nur eines Testverfahrens zu einem Anteil von
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9,3% (ABICAP®-Verfahren) bzw. 6,7% (Immunoblot)
falsch negativen serologischen Ergebnissen. Bezogen
auf die Gesamtfallzahl von n = 194 entspricht dies
einem Anteil von insgesamt 16% falsch negativen Er-
gebnissen bei Anwendung nur eines Testverfahrens.

Bei der Bestimmung der IgM-Antikérper (s. Tabel-
le 3, unten) kommt es bei Anwendung des ABICAP®-
Verfahrens in insgesamt 21 Fillen (= 10,8%) zu einer
falsch negativen Bestimmung, bei alleiniger Anwen-
dung des Blotverfahrens wird in 45 Fillen (= 23,2%)
ein falsch negativer Befund erstellt. Bezogen auf die
Gesamtzahl der untersuchten Seren wird in 66 Fillen
(= 34%) ein falsch'negatives Ergebnis erhalten.

Bei der Einzelfallanalyse (s. Tabelle 4) wurden ins-
besondere diejenigen Fille betrachtet, in denen es zu
diskrepanten Ergebnissen bei der Antikorper-Bestim-
mung mittels des ABICAP®-Verfahrens (negativ) und
der Blottechnik (positiv) kam. Diese Patienten wiiren
bei der Anwendung eines Screening-Verfahrens falsch
negativ beurteilt worden.

Eine solche serologische Konstellation ist unter der
Anamnese ,,Zeckenstich* in keinem Fall beobachtet
worden. Bei Vorliegen des klinischen Bildes eines
Erythema migrans kdnnen mittels ABICAP®-Verfah-
ren bei der Bestimmung der IgG-Antikorper in 9 Fil-
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Tabelle 5 IgM-Antikérper-Nachweis - Einzelfallanalyse.

Klinische Symptomatik Fallzahlen — gesamt Elisa - negativ Fehldiagnosen
- Blot — positiv
Zeckenstich : ’ 29 5 % - 0 0 %
Erythema migrans 81 41,7% ' 11 . 13,6%
-Neuroborreliose . 27 14 % 7 25,9%
Lyme-Arthritis 29 15 % 2 6,9%
Acrodermatitis chronica atrophicans 3 1,5% 0 0 %
Lymphadenitis cutis benigna 2 1,0% 0 0 %
sonstige 23 11,8% 1 4,3%
Gesamt 194 100 % 21 10,8%

len (= 11,1%) und bei der Bestimmung der IgM-Anti-
kérper in 11 Fillen (= 13,6%) keine Antikorper nach-
gewiesen werden, der Blot hingegen zeigt hier bereits
das Vorliegen Borrelien-spezifischer Antikdrper an.
Bei Vorliegen einer Neuroborreliose kommt es bei der
Bestimmung der IgG-Antikorper ebenfalls zu 11,1%
falsch negativen Ergebnissen, bei der IgM-Antikorper-
bestimmung liegt die Rate bei 25,9% (7 von 27 unter-
suchten Patienten). Am geringsten mit jeweils 6,9% ist
die Rate der falsch negativen Ergebnisse bei Vorliegen
einer Lyme-Arthritis. Die prozentualen Angaben bei
Vorliegen einer ACA sind aufgrund der niedrigen Fall-
zahl nicht aussagekriftig. -

Bei der Bestimmung der IgM-Antikérper kommt es
vergleichbar zu den Ergebnissen bei der Bestimmung
der IgG-Antikorper zu einem Anteil von 10,8% (ABI-
CAP®-Verfahren) bzw. 23,2% (Immunoblot) falsch ne-
gativen Ergebnissen und damit zu einem ebenfalls auf
die Gesamtzahl bezogenen Wert von 10,8% falsch ne-
gativen Ergebnissen bei Anwendung des ABICAP®-
Verfahrens als Screening-Test ohne gleichzeitige Ver-
wendung eines zweiten Testverfahrens wie z.B. dem
Immunoblot.

Diskussion

Ziel der vorliegenden Studie war nicht der Nachweis
von Sensitivitit oder Spezifitit einzelner Testverfah-
ren, sondern die Darstellung der Problematik bei der
Anwendung serologischer Testverfahren im Rahmen
der routinemiBig durchgefiihrten Analytik. Besonders
im ambulanten Bereich kommt es im wesentlichen
darauf an, mit einem moglichst hohen Grad an dia-
gnostischer Sicherheit positive von negativen serologi-
schen Befunden zu unterscheiden, da die klinischen
Angaben zum Patienten meist fehlen. Hierin liegt auch
der wesentliche Unterschied zur Diagnostik im Rah-
men eines stationdren Aufenthaltes, wo eine direkte
Zusammenarbeit zwischen Labormediziner und behan-
delndem Arzt vor Ort moglich ist. Im Rahmen der
Borreliendiagnostik ist insbesondere die ,falsch nega-
tive" Beurteilung eines Serums entscheidend, da be-

troffene Patienten aufgrund eines falsch negativen Be-
fundes u.U. nicht therapiert werden und somit die Ge-
fahr einer Chronifizierung der Infektion in nicht uner-
heblichem MaBe gegeben sein kann.

Bestimmung von Borrelien-spezifischen Antikoérpern
Bei der Bestimmung der IgG-Antikorper (Tabelle 1)
wurden von 163 negativen Seren der Routinediagno-
stik 3,7% vom ABICAP®-Tést ,falsch positiv* und
3,0% grenzwertig ermittelt (negativer Immunoblot).
Die Rate der ,,falsch negativen* Befunde lag bei dieser
Gruppe bei 7,7% (17 von 220 Fillen, s. Tabelle 1). Bei
den vorselektionierten Seren betrug der Anteil ,.falsch
positiver* Ergebnisse 6,7%, der Anteil an grenzwerti-
gen Ergebnissen 6,2% und die Rate an ,.falsch negati-
ven Ergebnissen® 9,3% (s. Tabelle 3 und 4).

Bei der Bestimmung der IgM-Antikorper (Tabelle
2) wirden von 153 negativen Seren aus der Routine-
diagnostik insgesamt 14 Seren (= 9,2%) ,,falsch posi-
tiv* und 19 Seren (= 12,4%) grenzwertig ermittelt.
.Falsch negative”* Befunde wurden in 14 von 220 Fil-
len (= 6,4%) erhalten. Bei den vorselektionierten
Seren betrug der Anteil an ,falsch positiven* Seren
insgesamt 23,2%, grenzwertige Ergebnisse wurden in
7,7% der Fille ermittelt. Die Rate an ,,falsch negati-
ven“ Befunden betrug insgesamt 10,8% (s. Tabelle 3
und 5)

Nur durch die gleichzeitige Untersuchung der Pati-
entenseren mit einem Immunoblot konnten in den vor-
liegenden Fillen ,,falsch negative” Befunde vermieden
werden. Die Rate an ,falsch negativen* Befunden in
dieser Untersuchungsreihe liegt damit etwas niedriger
bzw. an der unteren Grenze des auch in der Literatur
[19, 20] angegebenen Bereiches von ca. 10 - 15%.

Auswertekriterien fiir den Immunoblot

Bei der IgG-Bestimmung wurden vom Immunoblot
von den 152 negativen Seren der Routinediagnostik
nur 105 eindeutig negativ bestitigt. In 47 Fillen war
der Immunoblot grenzwertig, wobei in den meisten le-
diglich die Flagellin-p4]1 Bande nachgewiesen werden
konnte. Aufgrund dieser Ergebnisse wurden die Be-
wertungskriterien des Herstellers fiir den Immunoblot
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fir die Routineanalytik dahingehend modifiziert, dass
cin isoliertes Auftreten der Bande p41 (auch in Kom-
bination mit weileren unspezifischen Banden) im Im-
munoblot beim Nachweis von IgG-Antikorpern als ne-
gatives Ergebnis zu betrachten ist.

Bei der Bestimmung der IgM-Antikorper detektiert
der Immunoblot 16 Seren .grenzwertig®. Bei diesen
Seren waren jedoch zumeist deutliche Markjerungen
der pd41-Bande und/oder einer der hochspezifischen
Proteine (p20; p22-p25; p31) festzustellen. Der Her-
steller hat keine unterschiedlichen Beurteilungskriteri-
en fiir IgG- und IgM-Antikorper angegeben. Die In-
tensitiit und Breite der Bandenmuster im IgM ist auf-
grund der Konzentrationsunterschiede und der niedri-
geren Affinitit von IgM-Antikorpern der wesentlich
geringer als in der vergleichbaren IgG-Antwort. Nach
Untersuchungen von Dias et al. [21] erscheinen aber
gerade in der Friihphase héufig nur IgM-Antikdrper
gegen p4l und OspC (p22-25) oder auch nur gegen
OspC. Die Sensitivitit des Immunoblots beziiglich des
Nachweises von IgM-Antikorpern konnte also durch
eine Verinderung der Beurteilungskriterien deutlich
gesteigert werden; 89,6% der Seren konnten dann als
,»positiv beurteilt werden.

Der scheinbare Mangel an Sensitivitit des Immuno-
blot gegeniiber dem ABICAP®-System ist hauptsich-
lich bedingt durch die Auswertekriterien des Herstel-
lers. Auch hier ist an eine entsprechende Modifizie-
rung etwa in der von Wilske et al. [22] vorgeschla-
genen Form (Nachweis von OspC gilt als ,,positiv* bei
der Bestimmung der IgM-Antikorper) zu denken. In
vielen Fillen konnten Befundkonstellationen mit
einem positiven Ergebnis im ABICAP®-System bei
gleichzeitigem Nachweis einer OspC-Bande als
Erythema migrans nach Zeckenstich verifiziert wer-
den. .

Trotz der deutlich niedrigeren Sensitivitdt des Im-
munoblots im Vergleich zum ABICAP®-System beim
Nachweis von Antikorpern der IgM-Klasse zeigt sich
bei der Einzelfallanalyse, dass insbesondere in den
Friihstadien der Infektion (EM oder Neuroborreliose)
der Immunoblot in vielen Fillen bereits vor dem
ELISA ein positives Ergebnis anzeigt; diese hier ge-
fundene deutlich hohere Sensitivitit des Immunoblots
gegeniiber ELISA-Verfahren wird auch in anderen
Studien beschrieben [23].

Fazit

Im Rahmen dieser Studie konnte deutlich gezeigt wer-
den, dass durch die gleichzeitige Analyse der Antikor-
per mittels ABICAP®-Test und Immunoblot selbst bei
Verwendung des gleichen Antigens im Testverfahren
die Rate an ,falsch negativen* sowie auch an ,falsch
positiven“ Ergebnissen entscheidend zu reduzieren ist.
Bei gleichzeitiger Anwendung zweier Testverfahren
konnten ,falsch negative* Befunde mit hoher Sicher-
heit vermieden werden; unter Beriicksichtigung der
Sensitivitdt und Spezifitit der jeweils verwendeten
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Testverfahren ergibt sich eine diagnostische Sicherheit
von fast 100%. Dieser Auffassung hat sich im April
1998 auch das Land Brandenburg im Rahmen einer
Tagung des Berufsverbandes Medizinische Mikrobio-
logie und Infektionsepidemiologie e.V. in einem Kon-
sensus-Papier angeschlossen [15]. Danach sollte sich
die serologische Diagnostik der Lyme-Borreliose in
Mitteleuropa zur Zeit primdr auf eine Kombination
von IgG- und IgM-Enzymimmunoassays (oder ver-
gleichbarer Verfahren) mit dem IgG- und IgM-Immu-
noblot stiitzen.

Unter Beriicksichtigung der Forderungen nach Ko-
stenddmpfung im Gesundheitswesen fiihrt die gleich-
zeitige Bestimmung Borrelien-spezifischer Antikorper
mittels ELISA und Immunoblot unserer Meinung nach
im Gegensatz zur Stufendiagnostik zu einer Kosten-
senkung, da Zweituntersuchungen, erneute Arztbesu-
che und prolongierte Behandlungen aufgrund von The-
rapieverzdgerungen vermieden werden konnten, da ein
GrofBteil der routinemidBig durchgefiihrten Untersu-
chungen gerade in der Friihphase einer Infektion
und/oder bei unklarer klinischer Symptomatik erfolgt.
Eine Stufendiagnostik ist in diesen Fillen nur dann
sinnvoll, praktikabel und letztendlich auch kostenspa-
rend, wenn in Kenntnis und unter Einhaltung der der-
zeitigen Therapieempfehlungen (z.B. keine Behand-
lung bei negativen oder grenzwertigen Ergebnissen bei
fehlender Klinik, keine Behandlung bei fehlender Kli-
nik nach Zeckenstich, Zweituntersuchung bei unklaren
serologischen und/oder klinischen Verhiltnissen im
Abstand von wenigen Wochen) und entsprechend
enger Indikationsstellung verfahren wiirde. Dies ist
derzeit jedoch - und dies zeigt die tdgliche Praxis sehr
deutlich - leider nicht der Fall.
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Die Erforschung hamatologlscher Erkrankungen ha n.letztenJahren msbesondere unter Anwendung
molekularbiologischer Methoden wesentliche Erkenntnisse und Fertschritte fiir die Dlagnostlk und Therapie erbracht.
Aber auch nichthamatologische Erkrankunge 'erfordern zunehmend eine:subtile pra und- posttherapeutlsche
Beurteilung der Hamatopoese-Situation. . - ;

Mit der Knochenmarkpathologie steht das bere:ts aus zwel enghsch uﬂagen'bekannte Grundlagenwerk nun
erstmals als deutsche Ausgabe zur Verfiigung: Die Usancen im:deutsch ,,prachlgen Raum fanden Bericksichtigung.
In zehn Kapiteln werden alle wesentlichen: Erkrankungen des Knochenmarks bzw. Erkrankungen die sich unter
Einbeziehung des Knochenmarks manifestieren konnen, erortert - Infektionen. und reaktive Veranderungen, myelo-
und lymphoproliferative Erkrankungen sowie Tumoren um'nur exmge u nennen Berucksnchtlgt werden dabei:

* routineméBig gefarbte Knochenmarkaspirate, ’ o
« Schnittpraparate paraffin- und kunststoffeingebetteter Knochenmarkbtopsxen,
« der Stellenwert einzelner diagnostischer-Verfahren, einschlieBlich der lmmunzytochemle und Immunhistochemie.

Besonderer Wert wurde auf eine klare Gliederung, aussagekraftige Texte und eine reiche Bebilderung gelegt. In allen

Abschnitten werden jeweils die Befunde des perlpheren Blutes, des Knochenmarkasplrates und des Knochenmark-
biopsates in Synopsis abgehandelt.

Das Buch - Leitfaden und Nachschlagewerk zugleich — wurde gemeinschaftlich von Histopathologen und internistischen
Hamatologen verfaBt und wendet sich an auszubildende und praktizierende Internisten und Pathologen, die sich
mit der Diagnostik des Knochenmarks befassen.




