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Einleitung 1

1. Einleitung

Die Infektion mit der Spirochéte Borrelia burgdorferi fuhrt in der Regel zu einer
entziindichen Erkrankung einzelner oder mehrerer Organsysteme, die in einigen Fallen auch
chronisch verlaufen kann. Es existieren bei der Lyme-Borreli ose nur wenige Krankheitsbil der,
wie z.B. das Erythema migrans (EM), die Acrodermatitis chronica darophicans (ACA) oder
das Bannwarth-Syndrom, die durch eine klare Kklinische Symptomatik eindeutig als
Manifestation einer B. burgdorferi-Infektion dagnostizierbar sind. Daneben kann de
Infektion mit Borrelia burgdorferi aber mit vielen Kkinisch nicht eindeutig zu
diagnostizierenden Krankheitsbildern [119, wie z.B. einer Arthritis kleinerer Gelenke [16(],
einer Fibromyalgie [31] oder einer Karditis [156 einher gehen. Dadurch ist die dleinige
klinische Diagnosestellung einer Lyme-Borreliose nicht immer méglich. Durch de
serologische Diagnostik erhdlt man bisher lediglich Hinweise darauf, ob cer Patient Kontakt
mit dem Erreger B. burgdorferi hatte oder nicht. Nach Untersuchungen von Wilske € al.
[164), Atamer [5], Hasder [61] und Paul et al. [113 liegt die Seroprévalenz von B.
burgdorferi in der normalen Bevolkerung bei 4,4% bis 40%, wodurch de Aussagefahigkeit
pasitiv serologischer Befunde @ngeschrankt ist. Dartiber hinaus ist in einer Studie von Fahrer
et al. [37] nachgewiesen worden, dal3 eine Serokonwersion auch ohre Krankheitsanzeichen,
also asymptomatisch, ablaufen kann. Daher muf3 kel positiven serologischen Befunden erst
geklart werden, ob sie Folge éner klinisch manifesten Infektion sind oder Zeichen einer
maoglichen asymptomatischen Serokonwersion sind, odr serologische Narben einer
ausgeheilten Lyme-Borreliose darstellen ([170,[67],[64]). Bel der Diagnosestellung ,,Lyme-
Borreliose” sollten deshalb Kinische Symptomatik und Serologie kombiniert werden [51].
Dabel leisten de bisherigen kommerziell erhdltlichen Testverfahren nu insofern eine
Hilfestellung, als se das Vorhandensein vonAntikorpern gegen de Spirochéte B. burgdorferi
detektieren konren. Mit diesen serologischen Testverfahren ist aber bis jetzt keine Aussage
Uber das Vorliegen ener klinisch manifesten B. burgdorferi-Infektion moglich [23].
Verschiedene Ansédtze, wie man Hinweise auf die klinisch manifeste Infektion kekommen
kann, existieren in der Literatur schort Schutzer et al. [139 untersuchten in einer Studie die
Moglichkeit Immunkamplexe ds Zeichen einer bestehenden B. burgdorferi-Infektion zu
nutzen. Dabei fanden sie zwar in den frihen Phasen der Borrelieninfektion vermehrt
Immunkomplexe, bel Syndromen der Stadien Il und Ill konrten sie &er keine Verbesserung
zu den herkbmmlichen Testsystemen feststellen. Als <rologischer Indikator fir eine

bestehende, klinisch manifeste B.b.-Infektion fur die Borrelienserologie kam auch ein
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Aviditétstest in Frage. Ein von Rauer et a. [125 durchgefihrter Aviditétstest erbradite

jedoch keine Verbesserung in der serologischen Diff erenzierung von seropasiti ven Probanden

mit und ohre LB-Symptomatik. Dabei wurden Lyme-Borreliose-Patienten auf hoch avide

Antikorper untersucht und es konnten lediglich bei EM-Patienten, bel denen de Diagnostik

jedoch schon Kar anhand der Klinik zu stellen ist, Unterschiede zu der Kontrollgruppe

gefunden werden.

Diese Problematik veranlaldte zur Untersuchung folgender Fragestell ungen:

1. Ist ein zu entwickelndes Testsystem fahig seropasitive und seronegative
Probandengruppen voreinander zu trennen?

2. Ist esdurch de Bestimmung von IgG3/1gG1-Verhdtnissen moglich, zu entscheiden, ob
Lyme-Borreli ose verdadtige Symptome bel seropasiti ven Probanden, tatsacdhli ch auf einer
aktuell en Infektion mit B. burgdorferi beruhen oder nicht ?

3. Ist diese Differenzierung auch mit Mikrotiterplatten, de mit Antigenen urterschiedli cher

B. burgdorferi - Genospezies beschichtet sind, méglich ?

Zur Beantwortung dieser Fragen wurde auf Basis von vaab festgelegten Kriterien ein grofies
Patientenkall ektiv zusammengestellt. Durch de Entwicklung borrelienspezifischer 1gG1-
bzw. 1gG3-ELISA wurde dann versucht, eventuelle Unterschiede der 1gG3/1gG1-Verhdtnisse
bei seropasitiven Probanden mit und ohre LB-Symptomatik zu detektieren und @mit einen
serologischen Indikator fur die Borreliendiagnostik zu etablieren. Dabei wurden de neu
entwickelten ELISA auch auf ihre Leistungsfahigkeit und Spezifitét gepruft.
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2. Schrifttum

2.1 Medizinhistorische Entwicklung des Begriffesder Lyme-Borreliose

Die Entdedkungsgeschichte der Lyme-Borreli ose beginnt im Jahre 1909, as der Dermatol oge
Arvid Afzelius [2] erstmals von einer sich ringférmig ausbreitenden Hautveranderung nadh
einem Zedkenstich herichtet. Die Hypothese, dal3 das von ihm benannte Erythema cironicum
migrans (heute: Erythema migrans, EM) durch Insektenstiche bzw. -bisse verursadit wird,
erhielt durch Lipschitz [88] eine neue Bestétigung. Dieser verdffentlichte 1923 eine
Ubersichtsdarstellung von 16 ®obadteten EM - Fallen. Er erwdhnte zwar vorausgegangene
Zeden - oder Insektenstiche bei insgesamt elf Patienten, sah aber keinen Zusammenhang zu
einer Allgemeinerkrankung oder einer Betelligung anderer Organsysteme. Garin und
Bujadouwx [44] sellten 1922 @&n Zusammenhang zwischen Zedkenstich, EM und
neurologischen Symptomen zur Diskusgon. Das Krankheitsbild zeichnete sich dabel durch
eine Meningitis mit begleitenden radikuldren Ausfdlen aus. Sie pragten de Bezeichnurg
"paralysie par lestiques'. Die gleiche Erkrankung wurde 1944 vonBannwarth [6] ausfuhrlich
charakterisiert. Dieser wies in zahlreichen Fallserien auf den akuten und chronischen
Multi systemcharakter dieser Erkrankung hin und leschrieb den Befall des Nervensystems
unter

dem Bild einer Meningoenzephaloradikulomyelitis. Obwohl zum damaligen Zeitpunk
Arboviren als Gbertragenes Agens von vielen Untersuchern vermutet wurden, deuteten erst die
20 Jahre spater von Schatenbrand [136 in mehreren Fallbeschreibungen gedulerten
Therapieafolge mit Penicilli n darauf hin, dal3 ein Bakterium die Erkrankung verursacht. Mitte
der siebziger Jahre traten in den USA, speziell in den Gemeinden Old Lyme, Lyme und East
Haddam in Conredicut bisher unbekannte Arthritiden auf. Die Arbeitsgruppe um Steee
[145 leitete @ne epidemiologische Studie @n und sie kam zu dem Ergebnis, dad3 de
Haufigkeit der bisher dem Formenkreis der juvenilen rheumatoiden Arthritis zugeordneten
Erkrankurgsfédlle in Lyme und Umgebung etwa 100 ma hoher war, as der
Landesdurchschnitt. Diese Uberdurchschnittliche Haufung legte die Vermutung eines
infektiosen Agens nahe. Bei der intensiven anamnestischen Befragung der Patienten gaben
etwa 25% der Patienten an, einige Wochen zuvor ein Erythem gehabt zu haben. Die
endgultige Entdedkung des Erregers gelang Burgdorfer 1982 [19] nach Isolierung einer bis
dahin nicht klasdfizierten Spirochdte aus dem Mitteldarm von Ixodes dammini. Mit Hilfe

eines indirekten Immunfluoreszenstestes [92] wies er im Serum von Patienten mit Lyme-
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Arthritiden Antikdrper nadh, de spezifisch mit der gefundenen Spirochédte reagierten.
Nadhdem die Arbeitsgruppe um

W. Burgdorfer die wichtigsten Schritte in der Charakterisierung des Bakteriums durchgefuihrt
hatte, wurde es nach dem Erstbeschreiber Borrelia burgdorferi benannt. Somit konrte,
ausgehend vonepidemiologischen Befunden in der Gemeinde Lyme, die der Erkrankung den
Namen gab, innerhalb weniger Jahre die Atiologie dieser Infektionskrankheit geklart werden.
Auch in Europa wurde die Spirochétenétiologie nicht nur bestétigt, sondern es konnen
dartiber hinaus weitere Krankheitsmanifestationen as zum Syndromkomplex der Lyme
Krankheit gehérig identifiziert werden. Dies war die Acrodermatitis chronica drophicans,
eine diffuse, idiopathische Hautatrophie, die bereits 1883 vonBuchwald beschrieben wurde
und de Lymphadenasis cutis benigna, die schon Baverstedt 1943 heschrieben hette. Darliber
hinaus wurden auch bestimmte Formen zirkumskripter Sklerodermie und Lichen sclerosus et
atrophicans wie die dronische Neurobareliose, die ds Enzephalomyelitis in Erscheinurng

tritt, mit dem Lyme Komplex in Zusammenhang gebradnt.

2.2 Atiologie der Lyme-Borreliose

ADbDb.I Kultivierte B. burgdorferi sensu stricto (Genaspezies B31) im
dunklfeldmikroskopischen Bild
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Taxonamisch gehdrt Borrelia burgdorferi sensu lato zur Familie Spirochaetaceae [137] in der
Ordnurg der Spirochaetales zu denen auch die Gattung Treponema und Leptospira gehdren.
Bel B. burgdorferi handelt es sch um ein gram-negatives, spiralig geformtes Bakterium mit
einer Lange von 430 um bel einem Durchmesser von 0,180,25um [129. Der Zdllleib ist
unregelmaldig gewunden undin der Mitte von einem Achsenfilament durchzogen, das sch aus
vier bis elf Einzelfilamenten zusammensetzt. Durch Rotation der Filamente kann der gesamte
Zellkorper in eine rotatorische Bewegung versetzt werden. Borrelien sind dabel sowohl in
ihrer Langsadhse, als auch seitlich biegbar. Die Generationszeit betrdgt unter optimalen
Bedingungen der Kultur zwischen sieben undzwanzig Stunden.

Das Genom besteht vermutlich aus einem lineaen Chromosom mit 853 Genen und elf
variablen lineaen und zirkuldren Plasmiden mit vermutlich weiteren 430 Genen [71]. Die
Plasmide exprimieren de drei wichtigsten Oberflachenproteine OspA, OspB und OspC [68].
Dabel ist das OspA-Protein in Europa sehr heterogen: es wurden sieben verschiedene
Serotypen beschrieben, de eng mit der genetischen Speziesklassfikation karelieren,
wahrend in den USA bisher nur ein Serotyp OspA gefunden worden ist [168. Es treten bel
den Borrelien Rekombinationen in den linearen Plasmiden auf. Borrelien urterliegen daher
einer stetigen Genvariation [124]; die auch als langsamer genetischer Drift von Generation zu
Generation zu bezeichnen ist [8]. Be chronischen Borrelieninfektionen konrte gezeigt
werden, dald es z.T. zu einem Verlust von Plasmiden bel den Genospezies kommen kann
[116. Dieskonrtein Labortieren bei Passageversuchen bestétigt werden [46].

Als Erreger der Lyme-Borreliose sind kisher zehn Genospezies bekannt [159], von denen drel
fur den Menschen als pathogen angesprochen werden konren. Dies snd de Genaspezies
Borrelia burgdorferi sensu stricto (s. Abb.1), Borrelia garinii und Borrelia afzelii [167]. Die
Genospezies Borrelia japonica und Borrelia andersonii werden als fir den Menschen
apathogen angesehen. Die Genotypen Borrelia valaisiana, Borrelia lusitaniae, Borrelia
tanukii, Borrelia turdi undBorrelia bissetii sp. nov. [159 konrten bis jetzt lediglich isoliert

werden.
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2.3 Epidemiologie

Die Borrelieninfektion tritt mit einem deutlichen Schwerpunkt in der nérdlichen Hemisphére
weltweit auf. In Europa und Nordamerika stellt die Lyme-Borreliose die haufigste durch
Zeden Ukertragene Zooncse dar [119]. Allein in Deutschland betragt die jahrliche Rate von
Neuerkrankungen etwa 0,5% der Bevolkerung [61].

Borrelia burgdorferi sensu lato tritt in den verschiedenen Regionen as drei unterschiedliche
Genospezies, B. afzdlii, B. burgdorferi sensu stricto undB. garinii, auf. In Europa treten ale
drei Spezies nebeneinander auf, wobel B.afzelii nur hier auftritt, in Nordamerika ist
vornehmlich B. burgdorferi sensu stricto verbreitet und in Asien existiert hauptsacdlich B.
garinii [101].

Durch eine mogliche variable Expresson von Oberflachenmolekilen entstent bel jeder
Spezies eine Vielzahl von Serotypen [169), so dal3 auf engstem geographischen Raum auch
verschiedene Geno - und Serotypen rebeneinander vorkommen konren. Auch
Mischinfektionen mit verschiedenen Genaspezies snd beschrieben.

Als Vektoren der Borrelien dienen in Europa und Asien Ixodes ricinus und Ixodes persulcatus
sowie in den USA Ixodes dammini, Ixodes pacificus und Ixodes scapularis [101]. Etwa 20%
aller Nymphen sind in Deutschland infiziert [61]. In den USA variiert die Infektionsrate
zwischen 3% in nicht Endemiegebieten und bs zu 65 % in den Endemiegebieten in adulten
Zedken [101]]. Das Bakterium gelangt beim Saugakt mit dem Blut von einem kompetenten
Wirt in den Vektor Zedke. Es verbleibt dannin dem Verdauungstrakt der Zedken oder wandert
Uber die Ha&molymphe in de Speicheldrise und andere Zedkenorgane, insbesondere aich in
die Ovarien der Weibchen. Damit wird auch eine transovarielle Ubertragung auf die
Nadhkommenschaft des betroffenen Zedkenweibchen maoglich. Die Rickubertragung auf
einen Wirt erfolgt wahrend einer der nadisten Blutmahlzeiten entweder durch Reurgitation
aus dem Verdauurgstrakt oder durch Einbringen des infizierten Zedkenspeichels in de
Blutbahn des Wirtes. Reservoirwirt der Borrelien ist in Nordeuropa das Rehwild, ansonsten
stell en Kleinnager, insbesondere Méause und Hasen, das Erregerreservoir dar [101]. Aber auch
VOgel konren ein Reservoir fir Borrelien sein [8].

Anders als bei der endemisch auftretenden FSME-Infektion konren in Europa keine
entsprechenden Endemiegebiete bzw. Naturherde Borrelien-infizierter Zedken abgegrenzt
werden. In den USA tritt die Borrelieninfektion z.T. endemisch auf, v.a. in den naddstlichen
Tellen des Landes, im mittleren Westen undan der Westklste [22].
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Das jahreszeitliche Auftreten der Borreliose ist an de Zedkenaktivitdt und dhs
Freizeitverhalten der Bevdlkerung gekoppelt. Die Fruhstadien der Erkrankung (EM) treten
daher hauptsachlich in den Monaten Mérz - November in Erscheinung, wahrend de Ubrigen
Krankheitsbilder (ACA, Neurobareliose, Arthritis) nicht immer einen eindeutigen saisonalen
Gipfel erkennen lassen [66].

Die Ubertragungsrate von Borrelien bezogen auf alle Zedken betragt zwar nur 2,6% , bei
Berlicksichtigung allein der borrelienhaltigen Zedken steigt die Rate jedoch auf 26,706 [93].
Nadh einem Zedenstich reagieren 2,6%-5,6% der Betroffenen mit einer Serokonwersion und
0,31,4% mit einer manifesten Erkrankung [75]. Das durchschnittliche Alter der Patienten
liegt bei 44 Jahren, wobei Manner héufiger erkranken as Frauen. Die Angaben der
Seropravalenz und Inzidenz schwanken in Abhdngigkeit der geographischen Lage und cder
verschiedenen Patientengruppen erheblich zwischen 3-5% bel der Normalbevolkerung in den
USA und Holland ([22],[82]) und dr Risikogruppe (Waldarbeiter, Waldlaufer) mit bis zu
47% in Italien [25].

2.4 Syndrome der Lyme-Borreliose des Menschen

Beschriecben werden von Steee d a. [144 drei  Stadien der Lyme-Borreliose, die
nadheinander oder auch urebhéngig voneinander auftreten konren [169. Meist findet man
zuerst eine lokale Infektion als Hautreaktion (Stadium 1). Diese heilt in aler Regel sportan
wieder ab. Wenn de Spirochdten von éem lokalen Infektionsort tber die Blutbahn in andere
Organe gelangen, konren sie dort innerhalb vonWochen Krankheitssymptome ausl6sen. Dies
wird als akute Organmanifestation (Stadium 1) beschrieben. Nach Monaten oder Jahren ist
dann trotz eines vorUbergehenden Abklingens der Symptome mit dem Auftreten neuer
Krankheitssymptome zu rechnen - auch chronische Organmanifestation (Stadium 1) genannt
[109.

Bel der Lyme-Borreliose unterscheidet man verschiedene Manifestationen der Erkrankurg.
Die Organsysteme, die hauptsadlich betroffen sind, sind de Haut, das Nervensystem und de
Gelenke. Andere Organsysteme, wie z.B. die Augen ([98], [86]) oder das Herz [129], kbnren
in seltenen Fallen ebenfall s betroffen werden. Bei der Hautmanifestation der Lyme-Borreli ose
unterscheidet man de drei Symptomkomplexe, das Erythema migrans (EM), de
Lymphadenasis cutis benigna (LCB) und de Acrodermatiti s chronica drophicans (ACA).
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2.4.1 Erythema migrans

Das EM gilt heute ds charakteristische Hautmanifestation des Fruhstadiums einer
Borrelieninfektion (Stadium 1) [102. Es kann in jedem Lebensalter wenige Tage bis Wochen
nach einem Zedkenstich auftreten [118]. Zunadst bildet sich ein hamogenes, rotli ch gefarbtes
Erythem bis zu einer Grofe von ca 5 cm. Im Verlauf von Wochen und Monaten blalét das
Erythem haufig zentral ganz oder tellweise @& [129 und Helbt auf einen zentrifugal
fortschreitenden, hell rétlichen 0,52 cm breiten, bagig verlaufenden Randsaum beschrénkt. Im
Zentrum verbleibt meist eine Rétung oder ein lymphazytéres Knétchen. Nadh Wochen his zu
einem Jahr kann das EM sportan ausheil en, was aber nicht mit einer Elimination des Erregers
einher geht. Die Diagnase wird in der Regel anhand des kli nischen Bil des oder mit Hilfe aner
Hautbiopsie gestellt, aus welcher der Erreger kulturell oder mittels PCR nachgewiesen werden

kann.

2.4.2 Lymphadenosis cutis benigna

Seltener tritt als erste Hautmanifestation de Lymphadenosis cutis benigna (LCB) auf.
Dabel handelt es sch um livid - rétliche posterartige Schwellungen oder Knaoten, denen
lympharetikulére Zell proliferationen in der Kutis und/ oder Subkutis zugrunce liegen [109.
Weiche, gut durchblutete Gewebspartien, wie z.B. Ohrldppchen, Brustwarzen odker
Skrotalhaut sind de bevorzugten Lokalisationen fir ein LCB [101]. Der Durchmesser der
Veradnderung kann zwischen 0,5 und 5cm variieren. Nicht selten findet sich auch eine
regionale Lymphkndenschwellung. Besonders Kinder neigen zur Entwicklung einer LCB.
Auch hier wird de Diagnose aufgrund cer klinischen Symptome gestellt. Unterstiitzend kann

die Diagnose durch eine Histologie gesichert werden [109.

2.4.3 Acrodermatitis chronica atrophicans

Die Acrodermatitis chronica drophicans wird heute dlgemein als Manifestation des
Spétstadiums (Stadium 111) einer Borrelieninfektion aufgefaldt. Der Zeitpunkt des Auftretens
der Symptome nach einem Zedenstich kann individuell variieren; in der Regel dauert es
mehrere Jahre, bis die schleichenden Veranderungen durch einen Arzt diagnostiziert werden.
Die ACA beginnt gew6hrlich mit fledkigen Erythemen oder polsterartigen, teigig - weichen,
livid - rétlich verfarbten, urscharf begrenzten Schwellungen an den Extremitétenstredkseiten
[109. Die ACA schreitet dann urter zunehmender Hautverdiinnurg zu einem atrophischen
Endstadium fort [66]. Letzteres kann begleitet oder gefolgt sein von reparativen Vorgangen,
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wie z.B. Dermatosklerosen oder fibroiden Knoten. Die ACA kann aber auch mit fledkigen,
netzformigen oder streifigen Erythemen in anderen Extremitétenbereichen, nu  selten
alerdings an Rumpf - oder Kopfhaut, beginnen. Die bei langerem Bestehen zunehmende
Atrophie des dermalen und epidermalen Gewebes aufert sich klinisch in  einer
zZigarettenpapierartigen Verdiinnurg und Runzelung der Oberhaut [161], verbunden mit eéinem
verstarkten Hervortreten der darunter gelegenen, erweiterten Blutgefdie. Haufig geift die
ACA bei |angerem Bestehen auf die kontralaterale Extremitét Gber, gelegentlich sind alle vier
Gliedmalien betroffen.

Bel der Diagnose der ACA sollte man sich nicht allein auf das Klinische Bild verlassen,
sondern mindestens den histologischen Befund einer Hautbiopsie unterstiitzend heranziehen.

Gleichzeitig kannman hote borreli enspezifische IgG-Titer nachweisen [66)].

2.4.4 Neuroborreliose

B. burgdorferi verursadit im Nervensystem eine Vielzahl von Stérungen. Sie konren as
Begleitsymptomatik eines EM oder ACA auftreten oder auch als aleiniges Symptombild im
Stadium der diseminierten (Stadium 1l) oder persistierenden (Stadium I1lI) Infektion in
Erscheinung treten.

In dem ersten Stadium einer Borrelieninfektion finden sich meist noch keine neurologischen
Ausfédle. Nicht selten wird jedoch Uber heftige Kopfschmerzen oder Myalgien geklagt.

Im Stadium Il einer Borrelieninfektion tritt zum einen, bei Kindern haufiger as bei
Erwadhsenen, eine Meningitis ohre neurologische Ausfale aif. Sie ist durch fluktuierende
Kopfschmerzen, leichte Nadkensteifigkeit, Lichtempfindlichkeit, Ubelkeit und Erbrechen
gekennzeichnet [74]. Zum anderen tritt im Stadium Il die nach Garin und Bujadoux [43]
benannte Meningoradikuloneuritis as neurologische Storung auf. Sie stellt die in Europa
haufigste Organmanifestation einer B. burgdorferi - Infektion dar ([111],[117]). Die
Symptome entwickeln sich zwischen 4-6 Wochen nach einem Zedenstich oder einem EM.
Fast alle Betroffenen leiden zunachst unter nachtlich betonten, sehr quélenden brennenden,
ziehenden oder reiffenden Schmerzen, haufig begleitet von MilRempfindurgen. Die Schmerzen
koénren sich attadken - oder well enférmig steigern. Sie flihren zu erhebli chen Schlafstérungen.
Der Schmerz beginnt meist in der Gegend des Zedkenstiches, er breitet sich von her haufig
aus. Eine Zuordnurg der Schmerzen zu bestimmten peripheren Nerven oder Wurzeln gelingt
in der Regel nicht. Kurze Zeit nach Auftreten der Schmerzen stellen sich bei ca 90% der

Patienten neurologische Ausfdlle an. Dabel Uberwiegen motorische gegeniber sensiblen
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Stérungen. Bei zwel Dritteln der Patienten entwickeln sich auch Ausfélle der Hirnnerven. Hier
kommt es meist zu einer Parese des Nervus fadalis [74]. Jeder zweite Patient leidet zudem
unter L&hmungen an den Gliedmalien. Meist entspricht die Vertellung der Ausfélle der einer
Oligoradikulitis oder paytopen asymmetrischen Polyradikuliti s. Diagnaostisch ist neben der
Klinik auch de Untersuchung des Liquar cerebrospinales unumganglich. Hier findet sich
nahezu immer eine lymphodasmozelluldre Pleozytose mit vielen Plasmazellen und
aktivierten Lymphazyten ([12(],[154]). Es bestent zudem meist eine Blut-Liquar-
Schrankenstorung mit einer Eiweil3koreentration ks etwa 4 g/l. Es kdnren in der Regel eine
intrathekale Immunglobuinsynthese (IgG und IgM) und digoklonale Immunglobuinbanden
nachgewiesen werden [73]. Wird eine Nervenbiopsie durchgefiihrt, so lassen sich
vaskuliti sche Lasionen mit perivaskuléren lymphodasmozell uléren Infiltrationen der epi -,
peri-, und manchma endoreuralen Gefél3e und ein Verlust der markhaltigen Nervenfasern
darstell en.

B. burgdorferi verursadht sowohl akute wie aich chronische, leichte bis shwere
Enzephdliti den, de dem Stadium 11l nach Steae zugeordnet werden.

Bel der akuten, mitunter |lebensbedrohenden Enzephalitis treten Allgemeinsymptome wie
Fieber, Tacdhykardie, Mattigkeit und Kopfschmerzen auf. Oft bestehen psychische
Aufféli gkeiten wie Bewul¥seinstriburg, Verwirrtheit, Antriebsarmut, emotionale Labilit &
oder Aggressvitét. Die neurologische Untersuchung zeigt bel diesen Patienten Herdsymptome
wie ane Hemi -, Tetra-, oder Paraparese, Hemianopsie, Aphasie, Apraxie, Dysarthrie,
Dysphagie und andere bulbdre Symptome sowie Tremor, hirnorganische Anféle,
Optikusneuritis, Doppelbilder, zerebellare Ataxie und Blasenstorungen. Chronische
Krankheitsverlaufe konrnen zu Personlichkeitsg6rungen und cementiellen Bildern fuhren.
Auch im Stadium Il der Neurobareliose weisen de Patienten eine Pleozytose und
Gesamteiweil}erhdhurg im Liqua ceebrospinales auf. Regelmdallig kann auch eine
spezifische intrathekale Antikorperbildung mit den dafir typischen digoklonalen Banden
gefunden werden. Die Diagnose wird hier wie bei der Neurobareliose des Stadiums |l
gestellt.

2.4.5 Lyme-Arthritis

Die Lyme-Arthritisist in den USA die haufigste Organmanifestation der Lyme-Borreliose; in
Europatritt siein 10-15% der Erkrankungen auf [29]. Dabel zeigt sich bel der Lyme-Arthritis
am haufigsten das klinische Bild rezidivierender Monarthritiden der grofRen Gelenke, wie
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Knie - oder Sprunggelenk [94]. Im Gegensatz zur primér chronischen Polyarthritis snd nu
selten mehr as drei Gelenke gleichzeitig befalen. Es gibt aber keine Gelenke, die nicht
befalen sein konren. Die Kklinischen Beschwerden der Lyme-Arthritis snd, je nachdem ob sie
akut oder chronisch auftreten, dem zweiten oder dritten Stadium der Lyme-Borreliose
zuzuordnen. Die Erkrankung kann zwar selbstlimitierend sein; meist verlauft sie jedoch
rezidivierend Uler Monate bis Jahre [94].

Das morphdogische Substrat der Gelenkentziindurg ist die Synovia, in der histologisch
Borrelien sichtbar gemadit werden  konren.  Ferner  kdnren  réntgenologisch
Knochenerosionen, Knochenzysten, periartikulére Verkalkungen und Verkndcherungen des
Bindegewebes und der Sehnen nadhgewiesen werden [66]. Die Diagnose ist klinisch aber
aufgrund cer unspezifischen Symptomatik und der grofRen Zahl von Differentialdiagnasen
sehr schwer zu stellen. Mit Hilfe der Serologie kénren in desem Krankheitsgadium hohe
erregerspezifische Immunglobuinkoreentrationen nachgewiesen werden. Im Gelenkpunkat
kann de Erreger-DNA mittels PCR in 83% der Fdlle nacdhgewiesen werden [102. Der
Behandlungserfolg einer Antibiotikatherapie héngt von der Erkrankungsdauer und den
Vorbehandungen var Therapiebeginn ab, weshalb der Fruherkennurg eine wichtige
Bedeutung zukommt [66].

2.5 Struktur und Funktion der 1gG-Subklassen

Immunglobuine sind Proteine mit eéinem Molekulargewicht von 180.00Malton, de ais zwel
leichten und zwei schweren Ketten bestehen. Die Anayse der 1gG-Immunglobdine des
Menschen het gezeigt, dal3 de beiden schweren Ketten des Immunglobuinsin vier strukturell
verschiedenen Formen vokommen. Diese strukturellen Unterschiede in  den
Immunglobdinen bedingen auch urterschiedliche Funktionen; daher hat man dese
unterschiedlichen Formen als 1gG-SubKkassen definiert. Beim Menschen sind de vier
SubKassen 1gG1, 1gG2, IgG3 undigG4 bekannt (s. Tab. 1). Die enzelnen Subkassen kdnren
mittels gezifischer Antiseren, de bestimmte Epitope im Fc-Antell eines Immunglobuins
erkennen, urterschieden werden. Der Antell der verschiedenen 1gG-Subkassen an der
Immunantwort ist u.a. von der Struktur, der Loslichkeit und der Konzentration des Antigens,
dem Ort seiner Verabreichurg, seiner Verweil dauer, der Existenz von Gedadtniszellen sowie
genetischer Faktoren abhéngig [79].

Die Subkass IgGl stellt mit 60,3 - 71,36 den grof¥en Antell der IgG-Antikorper im
menschlichen Korper. Diese Subklasse wird bei Antigenkontakt friih gebildet und daminiert
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bei ener Anti-Protein-immunantwort [53]. Antikorper dieser Subkase koénren das
Komplementsystem auf dem klasgschen Weg aktivieren undsie wirken zytophl auf Mono-
Neutro-, Lympho und Thrombozyten. Damit spielen sie @ne entscheidene Rolle in der
Entstehung von Entziindurgsregktionen. Zudem sind kel einer alergischen Re&ktion undzu
Beginn einer Hyposensibili sierungsbehandiung Gberwiegend 1gG1-Antikérper im Blut zu
finden [141]].

Tabelle 1: Unterschiede der biologischen Eigenschaften von IgG-Subklassen aus Roitt [132]
undKeller [79]

Biologische Eigenschaften lgG1 1gG2 1gG3 lgG4

Vol. % am Gesamt - IgG im 65 23 8 4
Normalserum

Halbwertzeit (Tage) 21 20 7 21
Membranpassage + (+) + +

K omplementaktivierung +++ ++ ++++ +/-

(C1 - Weg)

Bindurg an Monazyten +++ + +++ +/-
Blockiert IgE-Bildurng - - - +
Antikorperdominanz Anti-Rh  Anti - Dextran  Anti -Rh  Anti -Faktor VIII

Antikorper der Subklas® 1gG2 stellen den zweitgrofden Antell der zirkuli erenden Antikorper
dar (23%). Sie konren ebenfalls Komplement auf dem klassschen Weg aktivieren, wenn
auch schwader als 1gG1l und 1gG3. Antikorper dieser Subkass sind va alem gegen
Polysacdaride gerichtet ( [53], [132).

1gG3- und1gG4- Antikorper werden beim Menschen in geringem Umfang gebil det [149. Der
Antell der 1gG 3 - Antikorper an der Gesamtmenge des IgG im Normal serum betragt nach der
Untersuchung von French et al. [42] 5,0 s 8,4V ol.%. Der IgG3-Antikorper besitzt eine
grolere Mass dsdie anderen Subkassen. Dies liegt darin begriindet, dal3 de ,, hinge region®,
das Verbindurgssiick zwischen Fc-Stiick und aen leichten Ketten, l&nger ist als bei den
anderen drei 1gG-Subklassen [53]. Durch diesen Unterschied in der Struktur wird de stérkere
Aktivierbarkeit des Komplementsystems durch IgG3-Antikorper erkléart [40]. IgG3 ist der
stérkste Aktivator des Komplementsystems gefolgt von1gG1 [163. Damit spielen de IgG3-
Antikérper eine entscheidende Rolle bel der Entstehung von Entziindurgsreaktionen. Die

Halbwertzeit von IgG3-Antikorpern ist mit sieben Tagen deutlich kirzer als bei den anderen
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SubKassen [72]. IgG3-Antikorper besitzen wie auch de IgG1-Antikorper zytophle Wirkung
auf Monazyten, reutrophil e Granulozyten, Thrombozyten undLymphazyten. Die Spezifitét
der IgG3-Antikorper, die auf Proteine bezogen ist, entspricht der von IgG1-Antikorpern.
1gG4-Antikorper stellen mit 4% den kleinsten Antell der IgG-Subkiassen dar. Sie werden vor
adlem bel langandauernder Antigenstimulation [96] und im  Verlauf einer
Hyposensibili sierungstherapie vorgefunden ([155,[115]). Die 1gG4-Subkasse ist in ihrer
Funktion eng mit IgE verknlpft. Zum einen hat Sondergaad et a. [141] einen gemeinsamen
Regulationsmechanismus fir die Bildung von 1gG4 undIgE gefunden, zum anderen belegen
andere Studien von Yamakoshi [171] undPeng et al. [115], da3 IgG4 an der IgE vermittelten
Histaminfreisetzung beteili gt ist.

Meist laseen sich bei Immunregktionen nur wenige 1gG4-Antikorper nachweisen [55]. Jedoch
stellen sie bei bestimmten Infektionen, wie z.B. duch Helicobacter spp. [172 oder
Pneumokokken [7] den grof@en Anteill der 1gG-SubKkassen dar. Dies sheint vor allem bei
langandauernder Auseinandersetzung mit dem Erreger der Fall zu sein ([80], [91], [1]).

2.6 Bedeutung der 1gG-Subklassen bei ver schiedenen Erkrankungen

Die Betraditung der Subkasenvertellung innerhalb der spezifischen humoraen
Immunreektion als moglichen diagnaostischen Parameter zur serologischen Verifizierung eines
klinischen Lyme-Borreliose-Verdadites erscheint aufgrund zahlreicher Studien, de im
Verlaufe  ener Immunresktion kel anderen  Infektionen  bestimmte  IgG-
SubKassenverteilungen in Abhéngigkeit von der Infektionsdauer gefunden hatten, sehr
erfolgsversprechend. Bel diesen Studien zeigten sich den Autoren urterschiedliche Ergebnisse
im Hinblick auf die Dominanzen der einzelnen 1gG-Subkassen.

Es fanden sich Kodaminanzen an spezifischen Antikorpern zweier 1gG-Subkassen, genauso
wie Dominanzen von einzelnen 1gG-Subkasen. Es wurden je nadh Immunantwort auf eine
Infektion Kodaminanzen der 1gG2- und IgG4-Subkassen gefunden ([147], [21],[100,[162).
Bel vidlen bakteriellen Infektionen wurde ene vermehrte Prasenz der Subkassen I1gG1 und
IgG3 gefunden [55]. Aber auch bel viralen Erkrankurgen, wie der Infektion mit
Cytomegali eviren, Epstein-Barr-Viren ocer FSME dominierten dese beiden Subkassen ([87],
[158, [65]).

Mehrere Studien fanden bei den urterschiedlichsten Infektionen jedoch vorwiegend eine

Dominanz einer der IgG-Subkassen.
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Da sehr vide Arbetsgruppen de IgG-Subkassenverhditnisee bel den verschiedensten
Infektionen urtersucht haben, wird in desem Rahmen nu auf digenigen eingegangen, de
eine Dominanz der 1gG1- oder 1gG3-Subkiass, die aich bel einer B. burgdorferi-Infektion
dominieren, fanden. Autoren wiesen IgGl-Dominanzen bel bakteriell bedingten
Erkrankungen nach: Von Robin et a. [131] z.B. wurden de IgG-Subkassenverhdltnisse bei
Infektionen mit zwei verschiedenen Shigella Genospezies bei Mannern zwischen 18 und 22
Jahren urtersucht. Dabei fanden sie @éne Dominanz der 1gG1-Subkass bel einer Infektion
mit Shigella sonnei und eine 1gG2-Dominanz bel einer Infektion mit Shigella flexneri.
Hammarstrom et a. [55 berichtet in seiner Zusammenfasaung Uber 1gG-SubKkassen in
bakteriellen Erkrankungen, daf3 Proteinantigene hauptsdchlich eine IgGl daminierte
Immunantwort indwieren. Dabel wurde diese Dominanz auch bei viraen Infektionen
gefunden: Sundqust et al. [151] beobaditeten bei Patienten mit Varizella eine 1gG1-
Dominanz und kel Patienten mit Zoster eine reine 1IgG3-Dominanz. In ener Studie von
Torgano et a. [153 stellte sich heraus, dal3 1gG1- prodwzierende B-Zellen bei Patienten mit
chronischer viraler Hepatitis haufiger zu finden sind, als bei gesunden Probanden. Diese
Beobadhtung interpretiert der Autor dahingehend, 3 eine Erhohurg der 1gGl -
Konzentration duch eine Aktivierung der Immunglobdinproduktion duch Antigene
verursacht sein konrte. Die Dominanz der 1gG1-Subkiasse konrte @er auch bei Infektionen
durch Parasiten gefunden werden: Salimonouet a. [135 z.B. fanden bel Patienten mit akuter
Madaria ehdhte Konzentrationen an spezifischen 1gG1-Antikérpern, wahrend ale anderen
SubKassen gegentber der Konzentration im symptomfreien Intervall deutlich abnahmen.
Auch de Studie von Paz et al. [114] untersuchte die IgG-Subkassenverteilung bei mit dem
Leberegel Fasciola hepatica reinfizierten Mausen in Abhangigkeit der Zeit der Neuinfektion.
Dabei fanden sie bei einer Reinfektion radh vier Wochen einen signifikanten Anstieg von
IgG1. Bei einer Reinfektion mit Fasciola hepatica nach elf Wochen fanden Paz et a. [114]
eine Dominanz der 1gG2-SubKkasse. Aber auch z.B. bei Hyposensibilisierungen mit
verschiedenen Allergenen vonSondergaad et a. [141] wurde an Anfang der Behandlung ein
Anstieg der spezifischen 1gG1-Antikdrperkonzentration und erst spéter eine Zunahme der
1gG4-Antikorperkonzentration beobadtet.

Andere Autoren fanden eine Dominanz der 1gG3-Subkasse gegeniiber der 1IgG1-Subkass:
Auch hier wurde die Dominanz sowohl bel bakteriellen as auch bel viralen Erkrankungen

gefunden: Hammarstrom et a. [55] berichtet in seiner Zusammenfasuung Uber 1gG-
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SubKassen in bekteriellen Erkrankungen weiter, dal3 Polysactaridantigene hauptsadlich
einelgG3

dominierte Immunantwort indwzieren. Morell et al. [10( untersuchten Seren von Patienten,
die zuvor Uber 2 Jahre oder langer unter einer Hepatitis B Erkrankung litten. Dabei
beobadhteten sie, da3 de IgG-Antikdrper gegen de Hepatitis B Virusoberflache auf die
Subkassn 1gG1 und 1gG3 beschrankt sind und &3 mehr 1gG3-Antikorper as 1gG1-
Antikérper nachweisbar sind. Grauballe & al. [49] untersuchte bel Infektionen mit Rotaviren
die 1gG-Subkassen Antwort im Verlauf der Erkrankung. Er wies zuerst 1gG3-Antikorper
nadh; 1gGl-Antikérper waren in deser Studie est nach 2 Monaten nachweisbar. Die
Dominanz der 1gG3-Subkasse konrte &er auch bel anderen z.T. degenerativen Erkrankungen
gefunden werden: bei der Untersuchung von Patienten mit Mill er Fisher Syndrom (MFS) und
Guill ain-Barré-Syndrom Patienten von Schwerer et al. [14(0 zeigte sich 1gG3 ads die
dominante IgG-SubKasse bei den urtersuchten Infektionen. Martini et al. [95] fanden in einer
Studie mit 26 Patienten, de an einer juvenil en chronischen Arthritis (JCA) litten im Vergleich
Zu 164 gesunden Kindern einen Anstieg der Serumkonzentrationen der 1gG1-, 1gG2- und
1gG3-SubKassen. Dabel war der Anstieg der 1gG3 - Subkasse an starksten.

Neben Querschnittsuntersuchungen zu den Dominanzverhdtnissen der 1gG-Subklassen, bei
denen keine Aussage Uber eventuelle Unterschiede der Dominanzen der 1gG-Subklassen im
Laufe @nes Infektionsgeschehen gemadt werden konren, urtersuchten in der Literatur auch
mehrere Autoren dese Thematik im Verlaufe aner Infektion. Dabei konrte aich ein
Zusammenhang zwischen der Aktivitdt der Erkrankung und dr unterschiedlichen
Dominanzen einzelner IgG Subkiasen gezeigt werden. Bel diesen Untersuchungen fanden
Autoren bei anderen Infektionen den Wedhsdl von einer 1gG1-Dominanz zu Beginn einer
Infektion zu einer IgG3-Dominanz zu spéteren Infektionszeitpunken. Junker et al. [72] z.B.
untersuchte die Immunantwort gegen Vollvirusantigen von Varizella Zoster - Virus. Bei
dieser Studie fiel auf, dal? 1gG1 - Antikorper zuerst im Verlauf der Infektion gebil det wurden,
wahrend 1gG3-Antikorper erst spater nachweisbar waren. Von Baughn et a. [13] wurde
beobadtet, dal3 bei Patienten mit primérer Syphilis vor alem IgM- und 1gG1-Antikorper
entstanden, wéahrend kel einer aktiven sekundiren Syphilis 1gG1- und IgG3-Antikérper
vorlagen. Coleman et al. [27] konrten im Serum von Patienten mit aktiver Herpes simplex
Virus Infektion innerhab von 21 Tagen nadch der Infektion keine IgG3-Antikorper
nachweisen, wahrend spezifische IgG1l-Antikorper in alen urtersuchten Seren gefunden
wurden. Auch Mathiesen et al. [96] beobadtete bei Patienten mit Herpes simplex -
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Encephdlitis als typische 1gG-SubKkassenantwort einen frilhen Anstieg spezifischer 1gG1-
Antikorper im Gegensatz zu den 1gG3-Antikdrpern, de auch hier erst spédter detektiert

wurden.

2.7 Immunreaktionen bei Infektionen mit Borrelia burgdorferi

Die Immunantwort bei einer Infektion des Menschen mit B.b. erfolgt, wie bel anderen
Infektionen auch, nach einem bestimmten Muster [30]. In der ersten Phase der Immunantwort
interagieren de Spirochdten mit ortsgandigen Makrophagen undleiten dadurch eine starke
Entziindurgsreaktion ein. Dabel wandern pdymorphkernige Granulozyten in das
Infektionsared ein, Heilben an den Wanden des Endahels haften und tragen im
Zusammenspiel mit Sauerstoffradikalen, Stickstoffoxiden und sekundéren Mediatoren zur
Gewebsschadigung bei [109. Darliber hinaus présentieren de Makrophagen bestimmte
Antigene der Borrelien auf ihrem MHCII-Molekil den T-Zellen [45]. Diese ekennen den
MHC-Antigenkomplex der présentierenden Zelle und stimulieren sodann  duch
membrangebundene Adhésionsmolekile beim Zell-zu-Zell Kontakt eine B-Zelle ([26],[104).
Die B-Zellen werden dartiber hinaus durch Zytokine zur Vermehrung und Diff erenzierung zu
Memory- und Plasma Zellen angeregt. Die Plasmazellen prodwieren dann wiederum
Antikorper, wobei die Zytokine beanflussen, welche Antikorperklase oder SubKasse
gebildet wird [112]. In den ersten 2-5 Wochen der Infektion Gkerwiegt die IgM-AK -Synthese
[119, der dann im Verlaufe des Infektionsgeschehens eine verstérkte IgG- und IgA-
Immunglobdinproduktion folgt [28]. Bel einer Borrelieninfektion daminieren de 1gG1- und
1gG3-SubKassen ([62],[10€]). Genauso wie z.B. bei einer Treponema pallidum - Infektion
bleibt der IgG-Antikorperspiegel im Serum dann urebhéngig von einer Therapie Gber Jahre
konstant [30]. Dieser Verlauf der Immunantwort zeigte sich ebenfalls im Mausmodell. Frey
und Rao [43] fanden in ihrer Studie ane verstarkte IgM und IgG Antikérperprodultion kurz
nadh der Infizierung mit B.b., wobel die IgM-Antikorperkonzentration ks zur 6.- 8. Woche
stieg, um dann allméhlich wieder abzusinken. 23 Monaten mach der Infizierung mit B.
burgdorferi werden nu noch 1gG-Antikérper in zunehmenden Konzentrationen gebil det. In
mehreren Studien [89] konrte im Tiermodell gezeigt werden, dal3 dese Immunantwort von
der Genaspezies des infizierenden Erregers abhéngig ist. Golde & al. [46] beobadhteten, dal3
bei einer Reinfektion mit zwel unterschiedlichen B. burgdorferi - Genaspezies bel beiden
Infektionen 1gG- und IgM- AntikOrper gebildet wurden. Diese reagierten jedoch
unterschiedlich im Westernblot, d.h. sie richteten sich gegen urterschiedliche Epitope. Da
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Antikérper z.T. genospeziesgezifisch sind und somit nicht vor einer Infektion mit einer
anderen Genospezies <hitzen, ist die Reinfektion mit Borrelia burgdorferi bel Patienten de
Eiffert et a. [35], sowie die Arbetsgruppen um Pfister [118 und Rose [133 beschrieben,
erklérlich.

Parallel zur Aktivierung und Differenzierung der B-Zellen stimuliert eine Infektion mit
Krankheitserregern immer auch de Differenzierung spezifischer T-Zellen. Die T-Zelen
lassen sich nach ihren Oberfladhenantigenen in CD4+- und CD8+- Zellen einteilen. Dabel ist
esfur den Verlauf einer Infektion vonBedeutung, welche Gruppe von T-Zellen aktiviert wird.
Laut Busch [20] scheinen CD8+-Zellen, de zu einer direkten Zytolyse infizierter Zellen
fuhren, eine protektive Wirkung bel ener Borrelieninfektion zu besitzen. Bel den
Studienpatienten konrte gezeigt werden, dal3 barelienspezifische CD8+-Zellen gebildet
wurden, und @3 dese zu einer stérkeren Lyse infizierter Zellen flhrte ds bel Patienten, de
keine spezifischen CD8+-Zell en aufwiesen.

Die CD4+-Z€llen lasen sich in THy-Zellen, TH;-Zellen undTH2-Zellen urterteilen. Die TH;-
Zellen aktivieren das Komplementsystem und weiterhin, Gker die Synthese von TNFa, und
TNFR3, IFNy undIL3 (s. Tab.2), die zelluldre Abwehr. AulRerdem fordern de TH;-Zellen de
IL2-Ausschittung und stimulieren darlber ihre @gene Synthese und Femmen de TH»-
Zéelbildung. Die TH,-Zellen sezernieren de Zytokine 1L4, IL5 und IL6 (s. Tab.2) und
aktivieren Uber diese die humorale Immunantwort. Durch de Ausschittung von IL4 fordern
TH,-Zellen ihre agenes Wadhstum und remmen de TH;-Zellen, so dal3 sich TH;- und TH-
Zellen gegenseitig in ihrer Synthese beanflusen. Durch de Synthese von Zytokinen
beanflussen TH;- und TH,-Zellen auf¥erdem die Dominanzverhdtnisse der 1gG-Subkassen.
IL4, welches von TH,-Zellen gebil det wird, steigert die Produkion vonlgGl und lemmtdie
1gG3-Synthese. Das von TH;-Zellen gebil dete IFNy hingegen fordert die 1gG3 - und Femmt
die 1gG1-Synthese, so da3 de Dominanz einer Subkasse von der Dominanz einer TH-
Untergruppe éhéngig ist. Dies konne Radbruch [121] im Mausmodell bestétigen.
Verabreichte man Méausen bestimmte Zytokine lief3 sich damit die Produktion bestimmter
Antikorper-Subkassen ummittel bar beanflussen.

Bel Patienten mit Borrelieninfektionen fanden Widhe @ a. [162, Matyniak und Reiner [97]
und Oksi et a. [105 eine Dominanz von TH;-Zellen mit einer verstarkten IFNy - und einer
verminderten IL4-Synthese. Eine Anreicherung IFNy-prodwzierender THi-Zellen konne
ebenfallsim Liquar von Patienten mit einer Neurobarreliose, sowie in der Synovialfliissgkeit
von Patienten mit Lyme-Arthritis in Studien von Yssl et a. [174] und Forsberg et al. [4]]
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gezeigt werden. Diese Beobachtungen konrten Keane-Myers und Nickell [78] und Barthold et
al. [12] im Mausmodellen bestétigen. In ihren Versuchen entwickelten C3H-Mause, die fir B.
burgdorferi empfanglich sind, rach Infizierung mit B. burgdorferi eine schwere Arthritis,
bil deten dabel verstarkt TH;-Zellen undwiesen einen hoten IFNy-Spiegel auf. BALB-Mause,
die resistent sind, reagierten dagegen mit einer TH»-Zellen-Dominanz und einer ausgepragten
IL4-Produktion. Auch Rao et a. [123 fanden in ihrer Studie a@ne protektive Wirkung gegen
B. burgdorferi bel Mausen, de bei ener Infektion vermehrt mit einer THo-Immunantwort
reagierten. Diese Untersuchungen deuten daraufhin, dal3 de Symptomatik einer Infektion mit
B.burgdorferi durch das Vorherrschen einer 1gG-SubKkasse beanfluf® wird, undlassen eine
IgG3-Dominanz bei seropasitiven Probanden mit LB-Symptomatik bzw. eine IgG1-Dominanz
bei seropasitiven Probanden ohre LB-Symptomatik erwarten.

Tabelle 2: Zellen, de Zytokine bilden und de Roll e der Zytokinein der Antikérperantwort
kBim Menschen (nach Laman et Claasen [83])

Zytokin Bildurgszellen fordert Bildungvon  hemmtBildung von
IL2 T,M,NK - 19G1 (Antagonist von IL4)
I9E (Antagonist von 1L4)
Eff ekt unabhéngig
von IFNy
IL3 NK,eo - -
IL4 T,M,eo,mast,NK 1gG1, IgE 1gG2a, 1gG2b,
1gG3, IgM
ILS mast,eo - -
IL6 B,M,NK Plasmazellen -
TNFa T,B,M,NK - -
TNFpB T,B,M,NK gA,1gG2b IgE
IFNy T.M,NK 1gG2a, 1gG1,1gG2b,
19G3 (3¢ nach Aktivator) 19G3 (3¢ nach Aktivator)
I9EAntagonist von 1L4)

Legende: T:T-Zelle, B:B-Zelle, M:Makrophage, NK: Natirli che Kill erzell e, mast:Mastzell e,
eo: eosinophler Granulozyt

2.8 Diagnostische Mdglichkeiten
Bel der Diagnose der Lyme-Borreli ose steht das klinische Bild im Vordergrund. Dabei werden
die verschiedenen klassschen Syndrome der Erkrankung gesehen, aber auch eher untypische
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Verlaufe mit z.B. ophtamologischen Verénderungen, interstitiellen Pneumonien, Hepatitis,
Orchitisundfetalen Mif3kildungen.

2.8.1 Kultureller Erregernachweis

Der klasssche Infektionsnachweis wird in der Regel durch den kuturellen Nadchweis des
Erregers im Serum oder durch de Polymerase-Kettenreaktion gefuihrt. Dies erweist sich bei
dem Borrdiennachweis im Vollblut (<1%) oder aus Gelenksynovia (2-5%) aber als wenig
sensitiv undzudem sehr aufwendig. Im Liquar ist mit einer héheren Wahrscheinli chkeit
(10-20%) eine Anzichtung der Borrelien moglich; die Sensitivitét ist aber auch hier gering.
Aufgrund des préparativen Aufwandes und cbr diagnostischen Unsicherheit [67] bel
negativem Ergebnis ist der kulturelle Nachweis der Borrelien fir die Routinediagnostik
ungeeagnet ([149, [166,[24],[84]). Um aber Fragen der Epidemiologie oder der Zuordnurg
neuer Symptomkomplexe zu kléren, ist die Isolation des Erregers aus z.B. Liqua und de
Weiterzucht in vitro urerlddich. Da der kulturell-bakteriologische Erregernachweis nur
bedingt moglich ist, wird de Klinische Verdachtsdiagnose in der Routinediagnaostik durch den
Nadweis gezifischer Antikorper gesichert [57]. Dabel werden Westernblots als qualitative,
Immunfluoreszenztests (IFT) und Enzyme Linked Immuncsorbent Assays (ELISA) as

quantitative Tests verwendet.

2.8.2 Westernblot

Der Westernblot ist eine serologische Methode, mit der Antikorper detektiert werden kdnren,
die gegen Partialantigene des Erregers gerichtet sind.

Dabel werden die molekularen Erregerbestandteile, v.a. Proteine (100,75,66,60,41,35,30,
21,18,15,12,5 Kd zuerst durch ene Polyaaylamidgelelektophaese aifgrund ihrer
Molekllgrofe aifgetrennt. Die aufgetrennten Proteine werden dann duch elektropharetischen
Transfer auf eine Nitrozell ulosemembran tbertragen. Zur Darstellung der Antigen-Antikorper
Re&ktion werden sie dann mit Patientenserum beschichtet. Wenn in dem Serum spezifische
Antikérper vorhanden sind, so binden dese mit den entsprechenden Komponrenten auf der
Membran. Die gebundenen Antikorper konren duch einen zweiten radioaktiv oder
enzymatisch markierten Antikorper dargestellt und ausgewertet werden. Die Lage der Bande
ermdglicht dabei eine genaue ldentifizierung der antigenen Proteine. Daher ist dies eine
qualitative Methode, Borrelienantikdrper nadhzuweisen. In der Borreliendiagnostik wird de
Westernblot-Technik dann eingesetzt um eine lokale, erregerspezifische intrathekale 1gG-
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Antikérpersynthese nachzuweisen. Dieser Index wird als Vergleich von der Konzentration des
IgG im Liqua cerebrospinais zum gesamt Serum 1gG dividiert durch de Serumalbumin
Konzentration kerechnet [152]. Werte >0,7 ceuten auf eine intrathekale Antikorpersynthese
hin. Diese Methode ist hoch sensitiv und fur die Diagnose @ner Neurobareliose sehr
aussagekraftig ([59], [166]). Als Screeningmethode in der Routinediagnaostik ist der sehr
aufwendige Westernblot als Screeningmethode @er nicht zu empfehlen [77].

2.8.3 Indirekter Immunfluoreszenztest

Bel dem indirekten Immunfluoreszenztest (IFT) handelt es sch um eine semiquantitative
Methode. Dabel werden auf die mit Borrelien beschichteten Objektrager Patientenseren in
einer festgesetzten Verdinnurgsreihe aufgetropft. Sindin dem zu testenden Serum spezifische
Antikérper vorhanden, so hinden dese wahrend ener Inkubetionszeit an das
korresponderende Antigen. Da e sch bai den Antikdrpern um Gammeaglobuine handelt,
kann duch Zugabe @nes fluoreszenzmarkierten I1gG- oder IgM - spezifischen

Antihumanglobuins der Antigen - Antikérperkomplex sichtbar gemaadit werden.

2.8.4 Enzyme Linked | mmunosor bent Assay

Als Screeningmethode in der Borrelienserologie wird ein Enzym Linked Immunaosorbent
Assay (ELISA), ein sogenannter Sandwich-ELISA, eingesetzt. Dabel ist eine Mikrotiterplatte
mit spezifischen Antigenen beschichtet. Auf diese bringt man de zu urtersuchende Probe
Serum- oder Liquarprobe auf undinkuliert diese fur eine bestimmte Zeit. Die in der Probe
enthaltenen Antikorper reagieren spezifisch mit den Antigenen der Platte und werden auch bei
dem nach der Inkubetion duchgefiihrten Waschen nicht mehr gel6st. Danadh bringt man ein
Konjugat auf die Platte aif. Dies ist ein  Anti-Antikbrper an den das Enzym
Mearettichperoxidase gebunden ist, der wiederum spezifisch mit dem gebundenen
Serumantikorper reagiert. Nadh einer weiteren Inkubaetion und nehmaligem Waschen wird
als Substrat ein Chromogen-Puffer-Komplex aufgebradt, das durch das an das Konjugat
gekoppelte Enzym umgesetzt wird, wodurch eine Farbreaktion abléuft. Nadh dem Abstoppen
des Versuches mittels einer Stopddsung, wird dann de Farbintensitét der Reaktionslésung
phaometrisch gemessen. Die optische Dichte ist ein Mal3 fur den Gehalt an spezifischen
Antikdrpern der Probe.
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2.9 Probleme der serologischen Diagnostik

Bel allen serologischen Nachweismethoden wird de diagnostische Aussagekraft beanflufd
durch das Infektionsgadium sowie die Qualitét des srol ogischen Nachwel sverfahrens.
Manche Epitope von B. burgdorferi kommen nicht nur bei dieser Bakterienart vor, sondern
sind auch bei anderen Bakterien varhanden ([18],[38]). Besonders garke serologische
Kreuzre&tivitét zeigten Seren vonPatienten mit Syphili s, Leptospirose, Pinta, Frambdsie und
Ruckfalfieber ([4],[28],[92],[134],[14]). Aber auch bei Autoimmunkrankheiten wurden
Kreuzreaktivitdten mit B. burgdorferi gefunden [122). Durch dese Kreuzresktivitét konnen
falsch pasitive Ergebnisse in der Borrelienserologie auftreten.

Keines der kommerziellen serologischen Testsysteme kann cderzeit eine ausreichend sichere
Aussage darUber geben, ob \erdaditige Symptome dnes Patienten de Folge ener
bestehenden Infektion mit B.burgdorferi sind oder nicht [23]. Verscharft wird deses Problem
der serologischen Detektion mogli cher Symptome ds Folge ener bestehenden B.burgdorferi -
Infektion dadurch, dal? mach der Serokonversion nach Uber Monate bis Jahre positive
erregerspezifische 1gG - und IgM - Befunde im ELISA undim Westernblot erhoben werden
kénren, obwohl die Probanden symptomfrei und auch errregerfrei sind ([39],[19],[36]),
Kriger et a. [81] kamen zu dem Schluf3, &3 de borrelienspezifische 1gG(gesamt)-
Konzentration kein zuverlassger Parameter flr das Vorliegen - bzw. den Verlauf einer Lyme-
Borrelioseist, dasie aich bel symptomfreien Patienten nach nach bis zu 23 Jahren erhoht sein
kann. Hilton et al. [64] fanden intrathekal gebildete borrelienspezifische Antikorper bei
Patienten mit Neurobareliose noch nach bis zu acht Jahren nach Einsetzen der Symptome,
obwohl die Erkrankung jewell s ausreichend antibiotisch therapiert worden war (s. auch. [85],
[67]). Dies madht die Abgrenzung von Kinisch Erkrankten infolge der Infektion gegentiber
Seronarben alein aufgrund dr Serologie unmdglich, und \erursacht falsch pasitive
serologische Ergebnis<.

Die meisten Borreli eninfektionen verlaufen subkinisch [169, so dal3 zwar erregerspezifische
Antikorper-Titer gemessen werden kénren, aber keine Symptome auftreten [66]. Zum Tell
dadurch begriindet, kann man erregerspezifische IgM - Antikdrper auch bel klinisch gesunden
Probanden nachweisen [36]. In einer in Gief3en duchgefiihrten Studie konnten bel 5% der
gesunden Normalbevolkerung Antikorpertiter gefunden werden [5]. Andere Studien fanden
eine Seropravalenz von his zu 40% in der Bevolkerung [164]. Dies kann in den kommerziell
erhdltlichen Testsystemen zu falsch pasitiven Ergebnisen fuhren, da diese Gesunde mit

Antikorpertiter falschlicherweise ds krank einstufen wirden.
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Es kann aber auch der Fall eintreten, dal3 kel einer Lyme-Borreliose bis zu sechs Wochen
keine IgM - Antikdrper gefunden werden konren, IgG-Antikorper kénren dann folgen, jedoch
Uber Monate hinweg keinen hoten Antikorpertiter aufzeigen, olbwohl klinisch aber eine
eindeutige Symptomatik vorliegt ([48],[39],[36]). Diese Tatsache fuhrt zum Teil zu falsch
negativen serologischen Befunden. Falsch negative Befunde kénren auch verursadht sein
durch de Verwendurg einer fir diese Region weniger typischen Genospezies al's Testantigen.
Bel der Borrdiendiagnostik verwenden verschiedene Laboratorien urterschiedliche
Genospezies [128§. Diese stammen zum einen aus unterschiedlichen Regionen [157]. In Japan
z.B. fanden sich hisher Isolate der Genospezies B. burgdorferi sensu stricto undB. garinii. In
den USA konrten hisher nur Isolate der Genospezies B. burgdorferi sensu stricto gefunden
werden, wahrend in Europa verschiedene Stamme der drei Genospezies nebeneinander
existieren ([9], [84]). Zum anderen urterscheiden sich de verschiedenen Stamme zum Tell
erheblich inihrer Antigenstruktur ((165, [176]).

Die Diagnase von Symptomen der Lyme-Borreliose ist durch dese Faktoren serologisch nur
sehr bedingt mdglich. Nur bel einer Neurobarreli ose kann man eindeutig die Diagnose stell en,
wenn ene spezifische, lokale, intrathekale Produkion von Antikdrpern im Liquar
nachgewiesen werden konrte, da dem intrathekalen Nachweis gezifischer Antikorper bisher
die hichste diagnostische Sicherheit zugeordnet wird ([166),[74],[130).

Bel alen anderen Syndromen einer Borrelieninfektionist dieser diagnaostische , Beweis"

derzeit noch nicht magli ch.
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3. Material und Methoden

3.1 Probanden

Fur diese Studie wurden nu Probanden ausgewahlt, die zuvor in einem der folgenden Institute
Klinisch urtersucht wurden, und @ren Seren im Institut fir medizinische Mikrobiologie der
Universitdt Giefsen auf spezifische Borrelienantikorper getestet wurden. Die beteili gten
Kliniken waren das Zentrum fur Neurologie, das Zentrum fur Hautkrankheiten, das Zentrum
far Innere Krankheiten und das Zentrum fir Orthopéadie der medizinischen Fakultét der

Justus-Liebig-Universitét Gief3en sowie die Neurologische Universitétsklinik in Wirzburg.

Bel alen Probanden wurden zum Zeitpunkt der Erstvorstellung (= Zeitpunk der ersten
Serumprobenentnahme) die klinischen Diagnosen durch Arzte der entsprechenden Institute
gestellt. Die klinischen Diagnosen wurden duch den serologischen Befund hkestétigt. Die
Probanden wurden anhand vaher festgelegter anamnestischer, klinischer und spezifischer
serologischer Kriterien in drel Probandengruppen eingeteilt:

» seropasitive Probanden mit LB-Symptomatik
= seropasitive Probanden ohre LB-Symptomatik
= seronegative Probanden

Insgesamt konrten so 219Seren vonProbanden erfaldt werden (s.Tab.3).

Alle Patientendaten wurden fir diese Studie in den Akten der einzelnen beteili gten Institute
Uberprift. Dabel wurde auf eine endeutige klinische Diagnose und de entsprechende
gesicherte spezifische Borrelienserologie geaditet. Weiterhin - wurden  Symptome,
Therapiestrategien, demographische Daten und ale vorhergegangen serologischen
Untersuchurgen erfald. Die Serumproben wurden in den Archiven der Institute gesichtet,
identifiziert undin ein einheitli ches Borrelienarchiv Gberflihrt. Durch dese Vorgehensweise

war eine a@ndeutige Identifizierung der Serumproben und e Probanden gesichert.



Material und Methoden 24

Tabell e 3: Gruppenzugehdrigkeit der untersuchten Probanden

Probandengruppe Erkrankungen Syndrome Anzahl der
Probanden
Seropasitive Lyme-Borreliose EM 11
Probanden mit LB- Neurobareliose 57
Symptomatik Lyme-Arthritis 7
(n=82) ACA 7
Seropasitive Normalbefund keine 43
Probanden ohre LB- immund ogische Multiple Sklerose 3
Symptomatik Grunderkrankungen EMD 2
(n=62) andere Grunderkrankungen Epilepsie 2
Polyneuropathie 6
cavikae Myelopathien 3
ALS 2
Non Hodgkin-Lympham 1
Seronegative Normalbefund 20
Probanden bakterielle Meningitiden ~ Pneumokokkenmeningiti s 11
(n=75) virale Meningiti den Herpes Meningitis 14
immundogischen Multi ple Sklerose 16
Grunderkrankungen
andere Grunderkrankungen ALS 10
multi ple Hirninfarkte 4

Legende: ACA: Acrodermatitis chronica drophicans ALS: Amyotrophe Lateral sklerose,
EM: Erythema migrans, EMD: Encephalomyeliti s disseminata

3.1.1 Definition der seropositiven Probandengruppe mit L B-Symptomatik

Probanden, de in de Syndromgruppe der seropasitiven Probanden mit LB-Symptomatik
eingeordnet wurden, litten zum Zeitpunk der Erstvorstellung in der Klinik und damit zum
Zeitpunkt der Probenentnahme unter den typischen Symptomen einer Borreliose, wie z.B.
einem EM, einer Neurobareliose, einer Lyme-Arthritis oder einer ACA. Sie wurden in drel
Untergruppen eingeteilt, gema3 den von Steee und cem EU concerted concept on Lyme
Borreliosis [143 definierten Syndromstadien (Stadium I-1ll) der Lyme-Borreliose. Die
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Probanden muf¥en bestimmte, vorher as Faldefinitionen festgelegte, Kinische und
serologische Merkmale aifweisen, um in de Studie aifgenommen werden zu kdnren [10§.

Probanden, de a einem Erythema migrans litten, muf¥en Kinisch das typische
expandierende rétliche Erythem aufweisen, welches im Verlauf der Erkrankung zentra
verblaldt. Die Serumproben von EM-Patienten mufden einen 1gG(gesamt)-ELISA-Wert Uber
200 IU (Sigma-ELISA) aufweisen oder borrelienspezifische Banden im Westernblot (s.u.)
zeigen. Die Neurobareliosepatienten muf¥en eine von de festgelegten Definitionen
(s.Tab.4) mit al den vorgegebenen Kriterien erflllen, um in de Studie aifgenommen zu
werden. Siebzehn Neurobareli osepatienten wurden in de Studie aifgenommen, weil sie die
Kriterien der Definition | erflllten. Einundzwanzig Neurobareliosepatienten wurden
aufgrund  dr Definition 1l in de Studie afgenommen, und auf neunzehn
Neurobareliosepatienten trafen de Kriterien der Definition 1l zu. Dabei zeigten de
Probanden Klinisch entweder 1. ein neurologisches Syndrom unbekannter Atiologie, wie z.B.
eine Myelitis, Meningitis oder craniale Fadalisparese oder 2. das typische Bild eines
Bannwarth-Syndroms. Oder aber 3. de Patienten litten urter einem EM oder ACA, ds
pathognomische Symptome aner Borrelioseinfektion, sowie @énem neurologischen Syndrom
unbekannter Atiologie, wie z.B. eine Polyneurophatie, gekennzeichnet durch typische
Sensibilit &tsg6rungen. Serologisch mufden de Neurobarreli osepatienten einen entziindichen
Liquar cerebrospinalis aufweisen. Dafur wurde in der Fuchs-Rosenthal-Kammer die Zell zahl
bestimmt. Die Zell sedimente wurden entweder mit der Sayk-Kammer oder der Zytozentrifuge
hergestellt und mit May-Grinwald geférbt. Die Zelldifferenzierung in urstimulierte oder
stimulierte Lymphazyten, Plasmazellen, Monazyten und neutrophile Granulozyten erfolgte
durch Auszéhlung von je 100 Zellen pro Sediment. Dabei wurde ene Zell zahl von >50/pl als
positiv - bewertet. Zusdtzlich wurde ds Charakteristikum eines entzindichen Liqua
ceebrospinalis das Gesamteiweil3 mit dem BN 100 Nephelometer der Firma Dade Behring
(Marburg,FRG) bestimmt. Ein Wert Uber 0,5 ceutete auf einen entziindichen Liqua
ceaebrospinais hin. Dann wurde die unspezifische, lokale, intrathekal synthetisierte 1gG-
Konzentration (I9Gioca) iMm Liquar getestet. Hierbei wurde 19G o als Prozent der Gesamt
IgG-Ligoukonzentration kerechnet: 19G;o/1gG(liquar) x 100. Entsprechend der Imprézision
der Methoden sind nur 19Gi0ca>10% as pathol ogisch anzusehen.
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Weiterhin mufden de Neurobareliosepatienten serologisch spezifische 1gG-Antikorpertiter
(>200 1U) im Serum aufweisen undoder borrelienspezifische Banden im Westernblot
detektiert worden sein. Bei allen Borrelien - Westernblots wurden AntikOrper gegen 12
Antigene untersucht

(100,75,66,60,41,35,30,21,18,15,12,5 kohdwie folgt befundet:

lgG-Banden: 5,18,21,30,35,60,100 kdmnindestens 2/7 Banden varhanden

und IgM-Banden:21,30,35 kd mindestens 1/3 Banden varhanden

oder

IgG-Banden: 5,18,21,30,60,100 kdmindestens2/7 Banden vorhanden

undigM-Banden: 41, 60 kd- 2/2 Banden vorhanden.

Die Probanden der Definitionsgruppe | wiesen zusétzli ch eine spezifische, lokale, intrathekale
Antikorpersynthese aif. Diese wurde ahand des <genannten Antikorperindexes
nachgewiesen, der wie folgt berechnet wurde:

(borrelienspez.)ELISA Liqua/Serum (U/l) : 1gG(gesamt) Serum/Liquar (g/l) x 20

Die Lyme-Arthritis-Patienten mufden klinisch das Symptombild einer unspezifischen Mon-
oder Polyarthritis (wiederkehrende, kurze Attadken von obektiven Gelenkschwellungen in
einem oder mehreren Gelenken), sowie Serokonwersion [IgM und 1gG]) zeigen. Serologisch
wiesen de Lyme-Arthriti s-Patienten auch 1gG(gesamt)-ELISA-Werte im Serum Uber 200 [U
auf, undoder borrelienspezifische Banden im Westernblot (s.0.) muf¥en detektiert werden
(s.Tab.4). Probanden, de an einer Akrodermatitis chronica drophicans (Stadium IIl) litten,
mufden Klinisch fledige bis dreifenformige Erytheme auf den Extremitétenstredseiten, und
Pseudosklerosierungen ocer fibroide Knoten aufweisen. Auch dese Probandengruppe mufte
IgG(gesamt)-ELISA-Werte im Serum Uber 200 IU zeigen, undoder borrelienspezifische
Banden im Westernblot aufweisen (s.Tab.4).

Differentialdiagnastisch wurden bei allen Probanden duch Liquaruntersuchurngen folgende
Infektionen ausgeschlossen: Pneumokkoken und Meningokokken (mittels Zellzahl und

Liquakultur) und Herpes, Varizella Zoster, Masern oder Roteln (mittels Liquar-ELISA).

3.1.2 Definition der seropositiven Probandengruppe ohne L B-Symptomatik

Die 62 seropasitiven Probanden ohre LB-Symptomatik wurden im Rahmen anderer Studien
klinisch undserologisch urtersucht. Dabel stammten die Serumproben der 43 Probanden mit
Normalbefund aus ener Studie, die an Ingtitut fur Klinische Immundogie und

Transfusionsmedizin und eém Zentrum fir Neurologie der medizinischen Fakultét der Justus-
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Liebig-Universitét durchgefiihrt wurde. Diese Studie stellte @én ELISA-Screening von einem
grof¥eren Blutspenderkollektiv dar. Alle Spender, deren Seren einen barelienspezifischen
IgG(gesamt)-ELISA-Wert  Uber 200U  aufwiesen, wurden  anamnestisch  auf
borreli enspezifische Symptome befragt, um eine frihere Borrelieninfektion auszuschliefzen.
Diese Probanden wurden in dese Studie aifgenommen. Die tbrigen neunzehn seropasitiven
Probanden ohre LB-Symptomatik stellten sich wahrend des Jahres 1992 in der Lyme-
Borreli ose-Spredhstunde der Neurologischen Poliklinik vor. In desen Féllen ergab de weitere
Abkldrung in funf Falen eine Erkrankung mit immundogischer Ursache - wie Mutiple
Sklerose (MS) oder Encephalomyeliti s disseminata (EMD). Diese Probanden wiesen bel der
Untersuchung im Magnet-Resonanz-Tomographen (MRT) pasitive oligoklonale Banden und
demyelisierende Herde auf undzeigten Klinisch Erkrankungsschiibe. Bel den anderen vierzehn
Testpersonen wurde adere Grunderkrankurgen wie z.B. eine Epilepsie, eine
Polyneuropethie, eine cevikae Myelopathie, eine Amyotrophe Lateralskerose (ALS) oder ein
Non Hodgkin-Lympham diagnostiziert (s.Tab.3. Um in dese Studie affgenommen zu
werden, muf¥en de Probanden einen barelienspezifischen Serum-1gG(gesamt)ELISA-Wert
Uber 2001U aufweisen, oder borreli enspezifische Banden mufden im Westernblot sowohl von
Serum- als auch von Liquaproben erkannt werden. Von den 62 Probanden deser
Untersuchungsgruppe wiesen 48 Patienten einen ELISA-Wert Uber 200U im 1gG(gesamt)-
ELISA auf. Vierzehn Probanden wurden aufgrund dbr im Westernblot detektierten

borreli enspezifischen Banden in diese Studie aifgenommen.

3.1.3 Definition der seronegativen Probandengruppe

Die Probanden, dein dese Studie ds sronegative Probandengruppe auifgenommen wurden,
zeigten Klinisch de verschiedensten Grunderkrankurgen (s. Tab.3). Bel der Auswahl der
Grunderkrankungen  wurden speziell Patienten mit Multipler Sklerose,
Pneumokokkenmeningitis, Herpes - Meningitis, amyotropher Lateralsklerose, oder multiplen
Hirninfarkten gewahlt, die in anderen Studien mit Borrelien hachgradig kreuzreagiert hatten
(ELISA, IFT), und aémit falschlicherweise paositiv befundet worden waren. Dabel litten dein
die vorliegende Studie aifgenommenen Patienten zum Zeitpunkt der Probenentnahme unter
keinerlei Symptomen, de aif eine Borrelieninfektion hnweisen konrten. Anamnestisch
wurde auch eine frihere Borrelieninfektion ausgeschlossen. Die seronegativen Probanden
wiesen keine borrelienspezifischen Antikorpertiter in dem 1gG(gesamt)-ELISA auf. Die
seronegativen Probandenseren wurden nicht im Westernblot getestet.



Material und Methoden 29

3.2 Erreger spezifische L abordiagnostik

Zum Nacdhweis borrelienspezifischer Antikorpertiter wurden varab Serumproben von alen
Probanden in den entsprechenden Instituten im 1gG (gesamt) Enzyme Linked Immunasorbent
Assay (ELISA) oder im Westernblot getestet.

Alle Proben wurden in Eppendafgefden (2 ml) bel - 30 °C gelagert und va der

serologischen Untersuchung langsam auf Zimmertemperatur erwarmt und kuz zentrifugiert.

3.2.1 Westernblot

Der Westernblot wurde im Institut fir Medizinische Mikrobiologie in Giefsen durchgefiihrt.
Dabel wurde @ne Borrelienkultur der Genospezies B31in einem modifizierten BSK (Barbou
Stoenner Kelly) Medium angelegt. Die Antigenlésung wurde durch eine Sodium-Dodecyl-
Sulfat-Polyaaylamid-Gel-Elektrophaese (SDS-PAGE) in enem diskontinuierlichen
Puffersystem nach Lammli aufgetrennt und auf eine Nitrozellulosemembran geblottet.
Kreuzreagierende Antikorper wurden durch Zusatz von Ultrasorbent (Treponema phagedenis
Sonikat, BAG, Lich, FRG) zu den Serumproben zum Tell absorbiert. Die Standardisierung
des Westernblots geschah duch das Mitfihren eines bekannten Kontrollserums und de
Kdlibrierung der borrelienspezifischen Antigene durch den Vergleich mit standardisierten
Proteinmarkern. Der Westernblot wurde entsprechend der Untersuchung von Engelsing [36]
ausgewertet. Dabel wurden folgende Antikoérperbanden betrachtet:
100,75,66,60,41,35,30,21,18,15,12,5 Atk paositiv wurde en Serum beurteilt, wenn von en
7 1gG-Banden 5,18,21,30,35,60,100 kehindestens 2/7 Banden vorhanden und von én 3
IgM-Banden 21,30,35%d mindestens 1/3 Banden vorhanden waren oder von den IgG-Banden
5,18,21,30,35,60,100 kahindestens 2/7 Banden varhanden und de beiden IgM-Banden von
41, 60 kd vohanden waren.

3.2.219G (gesamt) Enzyme Linked | mmunosor bent Assay (EL1SA)

An der Universitéts-Nervenklinik in Koln und @ém Institut fir Medizinische Mikrobiologie,
Gief3en, wurden de Seren mittels eines Sandwich-ELISA untersucht. Dabel wurde in Koln ein
selbst entwickelter 1gG(gesamt)-ELISA unter Verwendurg ener vor Ort isolierten
Genospezies verwendet. In Giellen fand der SIA™ Lyme Disease ELISA (Sigma Diagnostics,
Deisenhden, FRG) zum Nadwels borrelienspezifischer IgM- und 1gG (gesamt)-
Antikorpertiter Anwendurg. Als Antigen wurde hierbei ein Zell sonikat des Borreli enstammes

B.burgdorferi sensu stricto B31 eingesetzt. Die Testdurchfiihrung erfolgte nach den vom
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Herstell er angegebenen Protokadll. Als positiv wurden in KéIn undin Gief3en Seren mit einem
ELISA-Wert >2001U bewertet.

3.3 1gG1- bzw. IgG3-ELISA

Die neu entwickelten I1gG1- und IgG3-ELISA sind rach dem Prinzip eines sgenannten
Sandwich-ELISA aufgebaut. Es wurde ene Enzygnost-Borreliosis 96-Loch Mikrotiterplatte
(Dade Behring, Marburg) verwendet. Diese ist mit einem Detergenzextrakt des
Borrelienstammes PK, der Genaspezies Borrelia afzelii beschichtet. Die Reagenzien fur den
1gG3- bzw. den 1gG1-ELISA auf¥er den IgGl- bzw. 1gG3- Konjugaten entstammten dem
handelsiiblichen  1gG(gesamt)-ELISA-Testkit [Dade Behring, Marburg (Handelsname:
Enzygnost Borreliosis)]. Als Absorbens, um Kreuzresktivitéten mit anderen Erreger zu
mindern, wurde dem Probenpufer des ELISA-Testkits Treponema phagedenis-Ultrasonikat
zugesetzt. Als Vorbereitung wurden de zu testenden Serumproben in einer Verdinnurg von
1:21 (20ul + 40Qul) mit Probenpufer vorverdiinrt. Dann wurden von dr vorverdinrten
Probe 20ul mit 200ul Probenpufer in eine 96-Loch Mikrotiterplatte e@ngesetzt - so erhielt
man eine Serumprobenverdiinnury von 1231. Bei jedem Testansatz wurden eine
Standardkurve (Verdunnumgsreihe ener Probe aus einem Pod seropasitiver Seren), eine
Positi vkontroll e und eine Negativkontroll e mitgefiihrt. Als Positivkontrolle wurde immer das,
im Institut fur Medizinische Mikrobiologie der Justus-Liebig-Universitét Gief3en verwendete,
Referenzserum eingesetzt. Die Negativkontrolle bildete das Serum eines seronegativen
Probanden. Alle Proben wurden im Doppelansatz in den Test eingesetzt, um
Pipettierungenauigkeiten zu verhindern, und d@ren Mittelwert wurde fir die Auswertung
verwendet.

Nach dem Auftragen des Serums wurde der Testansatz 30 min bel 37°C in einem Brutschrank
inkubert. Nadh der Inkubetion wurde die Mikrotiterplatte dreima mit jeweils 220ul
Waschldsung gewaschen. Dannwurde jeweil s 100ul des Konjugates in einer Verdinnurg von
1:2.500f0r 1gG3 und 110.000fur 1gG1 in jede Vertiefung der Mikrotiterplatte pipettiert.
Danadh wurde die Mikrotiterplatte 30 min bei 37°C inkukiert. Dann wurde die Platte eneut
dreimal gewaschen (220ul/Vertiefung). Nun wurde das Substrat in de Platte @ngebradit.
Dazu wurden de Chromogenlosung und der Substratpuffer 1+10 vaverdinrt und davon
10Qul in de Platte engebradt. Ein erneute Inkubetion von 30min bei

Raumtemperatur folgte. Nadh der Inkubetion wurde die Substratumsetzung durch Zusatz von
100l Stopdosung (Stopping Solution) beendet (Farbumschlag von Blau nach Gelb).
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96 Loch-Mikrotiterplatte ,, Enzygnost Borreliosis®

[]

Serumprobe:
(Verdunnumg 1:231)
(220pl)

[
| Inkuketion 30min, 37C |

[]
| Enzygnost Waschpufer (3 x 220ul) |

[]

Konjugat:
Biozol 1gG1(Verdinnurg 1:10.00Q
bzw. 1gG3 (Verdinnumg 1:2.500
(100ul)

[
| Inkutetion 30min, 37C |

L]
| Enzygnost - Waschpufer (3 x 220ul) |
[l
Enzygnost - Substrat - Lésung
(Verdinnumg 1 + 10)
(100ul)
L]
Inkubketion 30min, 20T
[l
Enzygnost - Stoppdsung (100ul) |
[l

Photometrische Mesaung der Farbintensitét in den
Red&ktionsansatzen bei 450
(Referenzwell enlange 650rm)

Abb.2 FluRdagramm zur Durchfthrung der IgG1- undIgG3-ELISA
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Die entstandene Férbung wurde phaometrisch im Moleaular Devices Kinetic microplate
reader Photometer innerhalb von einer halben Stunde bei einer Testwellenlénge 450 M
(Referenzwell enlange 650 rm) ausgewertet (AOD4sg650) (S. Abb.2).

3.4Erstellung eines Auswertungss/stems fir dielgG1- und 1gG3-ELISA

Zur Auswertung der einzelnen Mef3daten der 1gG1- und IgG3-ELISA mulde zuerst eine
moglichst objektive BezugsgrofRe dabliert werden, da bel serologischen Testsystemen de
Ergebnise oft aufgrund unerschiedlicher auf¥erer Testbedingungen stark variieren. Als
Bezugsgrole wurde ane Standardkurve dabliert. Dabel wurde a@n Poolserum mit einer
extrem hohen 1gG-AOD4sg650 Und geringer 1gM-AODysgs50 in den Verdinnumsdufen 1
7392, 11848, 1462, 1231, 1115,5 und 128,9in de ELISA eingesetzt. Die AODysqes0 des
Poolserums bei einer Verdinnurg von 1 231 wurde mit 2000Will kiirli chen Einheiten (WE)
in Anlehnurg an Reiber et a. [126 gleichgesetzt, um so ein Bezugssystem fur die Testwerte
zu erhalten. Die AODysges0 dler anderen Verdinnurysdufen wurden entsprechend dem
Verdunnurgsfaktor berechnet, z.B. 1:7392 - 31,25WE, 1:115,5 -~ 2000WE usw.. Wenn
man de Verdinnumen des Podserums bzw. die entsprechenden Will kirlichen Einheiten
gegen die AODys5g650in enem Graphen auftrdgt undein vier-Punkt Ausgleichsgraph duch de
einzelnen Punkte legt, so erhdt man eine Standardkurve (s. Abb.3. Der WE-Gehalt der
Verdunnurgssufen wird bei der Darstellung logarithmisch aufgetragen, da mit der
Verdinnurg der Proben ein grofer Konzentrationsbereich abgededkt wird. Die WE-Werte der
Probanden wurden aus der Funktion der Standardkurve berechnet. In die Studienauswertung
wurden jedoch nu Werte aifgenommen, de mit ihren AODysgg50 - Werten im Bereich des
Wendepunktes der Standardkurve lagen, da hier eine Verdinnurgsedtheit und camit eine
Reprodwzierbarkeit der Testwerte gewéhrleistet ist. Im unteren Bereich der Standardkurve
kann das Testsystem spezifische Signale vom sogenannten ,, Hintergrundrauschen* schledt
differenzieren undim oberen Bereich der Standardkurve ist aufgrund der hohen AODysgss50
eine genaue Differenzierung der Testwerte nicht gewdhrleistet. Der Mef3bereich des
Testsystems lag in etwa zwischen 125 und 3000WVE. Proben, de in der Verdinnurg von
1:231 holere Werte areichten, wurden in einem zweiten Durchgang in horerer Verdinnurg
getestet und de Willkdrlichen Einheiten urter Berlcksichtigung des zusétzlichen
Verdunnurgsfaktors errechnet.
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ADbb.3 Beispiel einer Standardkurve der IgG1- bzw. IgG3-ELISA

3.5 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung und de Erstellung eines Teil es der graphischen Abbildungen im
Rahmen der Materialbeschreiburng bzw. der Datenprasentation erfolgte mit Unterstitzung der
Arbeitsgruppe Biomathematik undDatenverarbeitung des Fachbereiches Veterinarmedizin der
Justus-Liebig-Universitdt Giel3en. Bel der Berechnurg der Standardabweichurng und s
Variationskoeffizienten zur Ermittiung der Inter - und Intra-Assay-Prézisionen [16] und zur
Bestimmung der unteren Nadweisgrenze der 1gG1- und IgG3-ELISA wurden mathematisch
definierte Formeln [127] verwendet:

. _ 1 < 2
» Standardabweichung (8) = \/m;(xi -X)° ,

_ K+ Xp e HX
Dabel ist x= arithmetische Mittelwert = n

[

n = Anzahl der Werte.

= Variationskoeffizient (vk) = >
X
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Anzahl der positiven Ergebnisse mit der angewandten Methode

= Sensitivitét (%) = x 100
Gesamtzahl der richtig positiven Ergebnisse

Anzahl der negativen Ergebnisse mit der angewandten Methode
»  Spezifitdt (%) = x 100
Gesamtzahl der richtig negativen Ergebnisse

Zur statistischen Prifung des Einflusses der Gruppenzusammensetzung auf die Signifikanz
der Ergebnisse, wurde bei den semiquantitativen Merkmalen der Wil coxon-Mann-Whitney-
Test (bzw. Kruskal-Wallis-Test mit anschliel}enden paaweisen Vergleich nach Nemenyi)
eingesetzt. Weiterhin wurde mit dem Kolmogorov-Smirnov-Test all e demographischen Daten
der Patienten auf ihre Normalverteilung hin Glkerprift. Dabei wurde festgestellt, dal? keine der
untersuchten Variablen namalverteilt ist. Es wurden deshalb nur nicht parametrische Tests
verwendet. Die Untersuchung der Zusammenhénge efolgte bei den quantiti ativen Merkmalen
mit Hilfe von Korrelationsanaysen mit dem Programm BMDP6D unter Angabe der
Korreletationskoeffizienten (r) und dr Regressonsgeraden (y = mx+b) bzw. mit dem
Rangkorrelationskoeffizienten nach Speaman (s). Fir die Gegenuberstellung qualitativer
Merkmale wurden Haufigkeitstabellen mit dem Programm BMDP4F erzeugt und mit dem
verallgemeinerten Fisher Test/ Chi%Test auf signifikante Zusammenhange geprift. Zur
Bestimmung der Korrelationen der Mef3werte der mit unterschiedlichen Antigenen
beschichteten Mikrotiterplatten wurde en probenverbuncener t-Test durchgefthrt. Zur
Auswertung der Daten dieser Studie wurde Microsoft Excd (Microsoft) verwendet. Die EDV
gestitzte Sicherung der Patientendaten fand mit dem Statistikprogramm Turbo Statistik

(O. Hoffmann, Gief3en) statt. Die logistische Regresson cer Daten zur Ermittlung des Cut-
Off-Wertes wurde unter der Verwendurg des Statistikprogrammpakets BMDP / Dynamic,
Release 7.0[32] durchgeflhrt.

Dazu wurde folgendes logistische Modell verwendet:
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X:_langﬂ@aﬁ
bogOcw 0O E

y = Status des Probanden ( 1 = seropasiti ver Proband mit LB-Symptomatik
=2seropasitiver Proband ohre LB-Symptomatik)

x = Einflulgrofle =1g (Q 1gG3/1gGl)

a =konstant (hier - 0,06603

b = konstant (hier 2,194

cw = Cut-Off- Wert
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4. Ergebnisse

4.1 Demographische Kennzeachen der Probandengruppen

In deser Studie wurden 219 Probanden mittels der 1gG1- und 1gG3-Subkassen-ELISA

untersucht. Die Gruppe der seropasitiven Probanden mit LB-Symptomatik umfaldte 82
Personen, de seropasitive Probandengruppe ohre LB-Symptomatik bestand aus 62 Personen,

und de der seronegativen Probanden aus 75 Personen.

Der Altersdurchschnitt der seropasitiven Probanden mit LB-Symptomatik lag bei 50 Jahren.

Der Altersdurchschnitt der seropasitiven Probandengruppe ohre LB-Symptomatik betrug 49
Jahre und kel der seronegativen Probandengruppe war 48 Jahre das Durchschnittsalter. Die
Altersverteilung schwankte bei den seropasitiven Probanden mit LB-Symptomatik zwischen 7
und 86Jahren; bel den seropasitiven Probanden ohre LB-Symptomatik zwischen 7 und 83
Jahren und k& den seronegativen Probanden zwischen 18 und 8QJahren (s.Tab.5). Von cen

Patienten der seropasiti ven Probandengruppe mit LB-Symptomatik waren 596 méannlich und
41% weiblich. Die seropasitive Probandengruppe ohre LB-Symptomatik umfaldte zu 53%
Méanner und zu 43% Frauen. Von cen 75 seronegativen Probanden waren 4% Méanner und
51% Frauen (s.Tab.5). Zwischen den Untersuchungsgruppen dieser Studie bestanden keine
signifikanten Unterschiede in der Alters - (p=0,81) und Geschledtsdruktur (p=0,23. Auch

innerhalb der gebildeten Untersuchungsgruppen konrten keine signifikanten Unterschiede
zwischen den einzelnen Patientengruppen beziiglich des Alters und ds Geschledites
gefunden werden.

4.2 Qualitatsparameter der neuen 1gG1- und 1gG3 - ELISA

Um die Qualité serologischer Testsysteme festzustellen, sind wverschiedene Testkriterien
festgesetzt worden, anhand derer ein neues Testsystemn charakterisiert und dessen Qualitét
Uberprift werden kann. Zu desen Kriterien gehdren de Intra-Assy-Prézision, de Inter-

Assy-Prazision und de Uberprifung der Verdiinnumseditheit.

4.2 1Intra-Assay-Prazision und Inter-Assay-Prazision

Zur Bestimmung der Intra-Assay-Prézision wurden zwei verschiedene Probandenseren 8-mal
in der gleichen Testplatte engesetzt, um so de Varianz der Ergebnisse innerhalb eines
Testansatzes zu bestimmen. Die IntraAssy-Prazision sollte a@nen Variationskoeff zienten
unter 20% erreichen, denn nu dannist eine Reprodwzierbarkeit der Ergebnisse [104] gegeben.
Die Variationskoeffizienten des Testsystems dieser Studie lagen fast all e unter 20% (s.Tab.6).
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Tabelle 5: Vergleich demographischer Daten der untersuchten Probandengruppen

Anzahl Alter (Jahre) Geschledht
Durchschnitt Vertellung  Mannlich Weiblich
(Min-Max)
seropasitive 82 50 7-86 48 34
Probanden mit
LB-Symptomatik
seropasitive
Probandengruppe
ohre LB- 62 49 7-83 34 28
Symptomatik
seronegative 75 48 18- 80 37 38
Probanden

Legende: n (gesamt) =219

Tabelle 6: Intra-Assay-Prézision der 1gG3- bzw. IgG1-ELISA
(8-malige Testwiederholung, eine Mikrotiterplatte)

Mittelwert Standardabweichurng  Variationskoeff zient

[AODasgs50] [AOD4sges0] [%0]

seronegativer Proband 0,2 0,04 20,3
lgG1

seropasiti ver Proband 1,2 0,1 7,9
lgG1

seronegativer Proband 0,1 0,2 188
19gG3

seropasiti ver Proband 12 0,1 104

19G3
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Zur Bestimmung der Inter-Assay-Prézision wurden de zwe bereits zur Bestimmung der
IntracAssay-Prézision wverwendeten Probandenseren in adt verschiedenen Testplatten
eingesetzt, die zu urterschiedlichen Zeitpunkien bearbeitet wurden. So wurde die Varianz der
Ergebnisse des Testsystems zwischen den einzelnen Testansétzen, de aer zu einer Charge
gehoren sollten, ermittelt. Die Ergebnisse der Inter-Assay-Prézision sind im Gegensatz zu den
Werten der IntracAssay-Prézision in Willkdrlichen Einheiten angegeben, da bel dem
Vergleich verschiedener Platten eine Standardkurve ds Bezugspunk mitgefihrt werden
mufde. Bei der Intra-Assay-Prazision war dies nicht erforderlich, danur die Varianz innerhalb
ein und crselben ELISA-Platte Gberprift wurde. Die Inter-Assay-Prézision sollte ébenso wie
die Intra-Assay-Prézision einen Variationskoeff zienten urter 20% ergeben [103. Auch bel der
Inter-Assay-Prézision lagen de Variationskoeffzienten der Ergebnise der seropasitive
Probanden mit LB-Symptomatik dieses Testsystems in dem vorgegebenen Limit. Bei dem
seronegativen Probanden lagen de Varianzen mit 120% und 6646 deutlich Ulber 20%
(s.Tab.7).

Tabelle 7: Inter-Assay-Prézision der IgG3- bzw. IgG1-ELISA
(8-malige Testwiederhalung, 8 verschiedene Mikrotiterplatten, 8 werschiedene Tage)

Mittelwert Standardabweichurng  Variationskoeff zient
[WE] [WE] [

seronegativer Proband 1,8 2,1 120

1gG 1
seropasiti ver Proband 1374 158 11

1gG 1
seronegativer Proband 3,9 2,6 66

1gG 3
seropasiti ver Proband 3143 282 9

1gG 3
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4.2.2Verdinnungsedtheit

Um die Verdinnumgseditheit des Testsystems zu Ukerprifen, wurden mehrere
Probandenseren in verschiedenen Verdinnumsdufen (1:3696, 1924, 1231, 1115,9 in de
Testplatte @ngesetzt. Die amittelten AODysge50 Wurden gegen de etsprechenden
Verdinnumgsdufen in einem Graphen aufgetragen und eine Trendinie engefugt. Das
Bestimmtheitsmal? (R?), welches errechnet werden kann, gibt an, inwieweit die berechnete
Ausgleichsgerade mit den tatsadlichen Testwerten tbkereinstimmt und kann Werte von 0 bs
1 annehmen. Nahert sich das Bestimmtheitsmald dem Wert 1, besteht fir die Stichprobe ene
gute Korrelation mit der Geraden. Im anderen Extremfall, wenn das Bestimmtheitsmal3 Oist,
besteht kein lineaer Zusammenhang zwischen den Testwerten - die Streuung ist zu grof3
(s-Abb.4). Das Bestimmtheitsmal3d in desen ELISA fur die beiden Subkassen betragt fur 1gG3
0,99 undfir IgG1 0,94.S0 erhédlt man die Graphen der Verdinnurgsectheit des Testsystems.
Eine optimale Verdinnurgsedtheit ist gegeben, wenn der Graph linea, wie in deser Studie,

verlauft.
3
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ADbDb.4 Verdunnumgseditheit der IgG1- undIgG3-ELISA fir ein
Probandenserum
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4.2.3 Untere Nachweisgrenzen der 1gG1- und IgG3-ELISA

Die Reprodwzierbarkeit eines Testsystems ist im unteren Bereich der Standardkurve nicht
optimal, dadort, strker alsin anderen Bereichen, Faktoren, wie z.B. urspezifische Bindurgen
oder Kreuzregktionen anderer Erreger das Testergebnis beanflussen kénren. Man renrt diese
Faktoren auch das genannte , Hintergrundrauschen. Um Ergebnisse zu erhaten, bel denen
dieses Hintergrundrauschen als zusétzlicher Bewertungsfaktor ausgeschlossen werden kann,
muf3man de untere Nachweisgrenze anes Testsystems festlegen.

Wenn man in Anlehnurg an Nicoloff und Spence [103, davon ausgeht, da3 de
Reprodwzierbarkeit der Testwerte & einem Variationskoeffzienten tber 20% nicht mehr
gewdhrleistet ist, so ist an dem Punkt des Testsystems die untere Nachweisgrenze zu finden,
an dem der Variationskoeffizient der Ergebnisse tiber 20% ansteigt.

Durch die Bestimmung der Intra - oder Inter-Assay-Prézisionen der 1gG1- und IgG3-ELISA
wurde der Variationskoeffizient der Titer ermittelt. Dabei wurden zwei Seren mit hoher
AODysg650, ZWe Seren mit einer AODasges0 im mittleren Mefl3bereich und eine Probe mit
geringer AOD4sges0in € ner Verdinnumg von jewell s 1:231 verwendet. Es wurden jeweil s adt
Testwiederholungen durchgefiihrt - entweder in einer Testplatte (Intra-Assay-Verfahren) oder
in verschiedenen Testansétzen (Inter-Assay-Verfahren). Da bel der Inter-Assay-Prézision im
allgemeinen de Varianz der Ergebnise hoher war, wurde diese verwendet, um die untere
Nadchweisgrenze der Testsystem festzulegen. Dann wurden de Variationskoeffizienten
graphisch gegen de aithmetischen Mittel der Ergebnise aufgetragen, undeine Trendinie
(= Ausgleichskurve) durch de emittelten Punkte gelegt. Die untere Nadhweisgrenze wurde
durch den Schnittpunk der Trendinie und der horizontalen Linie durch den 20%-Wert auf der
Abziss definiert. Die unteren Nadhweisgrenzen des neuen Testsystems wurden bel einem
Wert von 120 Willkirlichen Einheiten (WE) fur die Subkiase 1gG3 und e 116
Will kdrlichen Einheiten (WE) fur die Subklass 1gG1 festgesetzt (s.Abb.5+6).
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4.3 Korrelation zwischen den spezifischen 1gG1- bzw. IgG3-Titern

Es konrten in deser Studie bei der seropasitiven Probandengruppe mit LB-Symptomatik
keine Zusammenhénge zwischen Geschledht oder Alter und dn spezifischen 1gG1-, 1gG3-
Titern oder 1gG3/IgG1-Quatienten gefunden werden. Ein Zusammenhang zwischen dem
Zeitpunk der Entnahme der Probe nach Symptombeginn und @n 1gG1- bzw. IgG3-Titern der
neuen ELISA bel den seropasitiven Probanden mit LB-Symptomatik konrte edenfalls nicht
nadhgewiesen werden (Test nach Speaman). Die HOhe der spezifischen IgG1-Titer korrelierte
signifikant positiv mit der Hohe der 1gG3-Titer. Dies gat sowohl bel der Betrachtung aller
Probanden zusammen, als auch fiur die isolierte Betrachtung der drei  grolen
Probandengruppen (s. Tab. 8). Ferner bestanden bei den seropasitiven Probanden mit LB-
Symptomatik signifikante Titerunterschiede zwischen den Untergruppen. Die AntikOrpertiter
(IgG1 und IgG3) der Probanden mit ACA und EM waren niedriger als digenigen der
Neurobareliose- und Arthritis-Patienten. Bei der seropasitiven Probandengruppe ohre LB-
Symptomatik bestand eine Korrelation zwischen dem Alter der Patienten und an IgG1-Titern
(p=0,028, Speaman-Test) und ein Zusammenhang zwischen dem Geschledht der Patienten
und den 1gG3-Testwerten (p=0,01, Whitney-Mann-Test). Bei der Gruppe der seronegativen
Probanden konrte e@ne Korrelation zwischen dem Geschlecdht und dn 1gG1-Testwerten
(p=0,002 ermittelt werden.

Tabelle 8: Korrelation zwischen 1gG1- undIgG3-Titern

Probandengruppe Anzahl der Funktion der  Korrelationss  Signifikanz
Probanden [n] Regressons koeffizient 0]
gerade[y =] [R]
gesamt 219 0,42+0,86x X 0,73 <0,001
seropasiti ve Probanden 82 0,09+0,81x x 0,64 <0,001

mit LB-Symptomatik

seropasiti ve Probanden 62 0,98+0,57x x 0,65 <0,001
ohne LB-Symptomatik

seronegative Probanden 75 0,52+0,63x X 0,5 <0,001
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4.4Validitat der IgG1- und IgG3-ELISA zur Identifizierung seropositiver Probanden
Alle in dem I1gG1l- und dm IgG3-ELISA ermittelten Mef3daten sind in Tabelle 9
zusammengestellt.

Bel den beiden seropasitiven Probandengruppen lagen 83% der ermittelten Testwerte Uber
den definierten urteren Nadweisgrenzen des Testsystems von 116 WE fur die 1gG1-
SubKasse und 120WE fir die 1gG3- Subkass (s.Tab.10.

Bel den 82 getesteten seropcsitiven Probanden mit LB-Symptomatik lagen 896 der
gemessenen Testwerte Uber den definierten urteren Nadchweisgrenzen der 1gG3- bzw. 1gG1-
ELISA. Betrachtet man diese Probanden getrennt nach den kli nischen Befunden, so erreichten
93% der 57 urtersuchten Neurobareliosepatienten einen Testwert, der oberhalb der
definierten urteren Nadhweisgrenzen des Testsystems lag. Bei den elf untersuchten EM-
Patienten lagen 736 der Testwerte oberhalb der unteren Nachweisgrenze des 1gG1- bzw.
IgG3-ELISA. Von ckn sieben urtersuchten Lyme-Arthritis-Patienten lagen alle emittelten
Testwerte oberhalb der unteren Nadchweisgrenzen. Bei den sieben Probanden, de an einer
ACA litten, lagen 72% der Testwerte oberhalb der definierten urteren Nadhwei sgrenzen.

Bel der seropcsitiven Probandengruppe ohre LB-Symptomatik zeigten 7486 der 62
gemessenen Probandenseren einen Antikorpertiter, der Uber den festgelegten urteren
Nadhweisgrenzen von 116WE fir IgG1 und 120WE fur 1gG3 lag (s.Tab.10. Schlisslt man
auch hier die Daten nach den Erkrankungen auf, so lagen 84% der Testwerte der gesunden
Probanden olkerhalb der unteren Nachweisgrenzen der ELISA. Bei drei von uer (75%)
Patienten, de unter einer autoimmundogisch bedingten Grunderkrankurg litten, lagen de
ermittelten Testwerte unterhalb der definierten urteren Nadchweisgrenze des Testsystems. Von
den vierzehn anderen Patienten deser Gruppe lagen 646 der Testwerte oberhalb der
definierten Nachwei sgrenze fir den 1gG1- bzw. 1gG3- ELISA.

Bel den Testwerten der seronegativen Probanden lagen insgesamt 80% der 75 gemessnen
Testwerte unterhalb der definierten urteren Nadhweisgrenze von 120WE im IgG3-ELISA
und 8% der Testwerte lagen urterhalb der unteren Nadchweisgrenze von 116NVE im IgG1-
ELISA (sTab.10. Betrachtete man de Antikorpertiter nach den verschiedenen Syndromen
getrennt, so lagen bei den 20 untersuchten Probanden mit Normalbefund 9%4 der Testwerte
unterhalb urteren Nachweisgrenzen, bei den elf Probanden mit bakterieller Meningitis 73%,
bei den 16 Patienten mit autoimmundogisch bedingten Grunderkrankungen 88%, bel den
vierzehn Probanden mit einer viralen Meningitis 93% und kei 15 Probanden mit anderen
Grunderkrankungen 70% (s.Tab.10.
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Tabelle 10: Ubersicht der Mel3werte der Probanden iber und urier den urteren
Nadhweisgrenzen der IgG1- undIgG3-ELISA

Probandengruppe Erkrankung Anzahl der Probanden
IgG1 -Titer IgG3-Titer
< 116WE >116WE <120WE >120WE
seropasitive gesamt 9 73 5 77
Probanden mlt. LB- EM 3 8 3 8
Symptomatik
Neurobareliose 4 53 1 56
Arthritis 0 0
ACA 2 1
seropasitive gesamt 14 48 15 47
Probanden ohre
. Normalbefund 6 37 7 36
LB-Symptomatik orm un
immund ogische 4 1 4 1
Grunderkrankung
andere
Grunderkrankung 4 10 4 10
seronegative gesamt 67 8 60 15
Probanden Normalbefund 18 2 18 2
bakterielle 9 2 7 4
Meningitis 13 1 12 2
virale Meningiti s 15 1 14 2
immund ogische
Grunderkrankurng
12 2 9 5
andere
Grunderkrankurng

4.5Bestimmung des 1gG3/IgG1-Quotienten (Q 1gG3/1gG1) bei Probanden mit erhdhten
Antikorpertitern gegen B.burgdorferi

Wenn man de IgG1- bzw. IgG3-ELISA - Wertepaae der seropasitiven Probanden mit LB-

Symptomatik und der seropasitiven Probanden ohre LB-Symptomatik, nach dem 1gG3-Titer

sortiert, und beide Gruppen vergleicht, so féallt auf, dal3 kei den seropasitiven Probanden mit

LB-Symptomatik mehr IgG1-Titer niedriger als die korresponderenden IgG3-Titer sind. Bel
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der seropasitiven Probandengruppe ohre LB-Symptomatik weisen dagegen mehr IgG1-Titer
héhere Werte auf as die zugehdrigen 1gG3-Titer (s.Abb.7#8). Um den beobadteten
Unterschied zwischen den beiden Gruppen der seropasitiven Probanden mathematisch fal3ber
zu machen, wurden in Anlehnurg an Reiber [126 der IgG3- und d&r IgG1- Titer eines jeden
Probanden zu dem 1gG3/IgG1-Quatienten (Q 1gG3/1IgGl) verrechnet. Hierbel wurden
alerdings nur digenigen Probanden berlicksichtigt, deren Werte Uber der unteren
Nadweisgrenze des jeweiligen ELISA gelegen hatten. In der Tabelle 11 sind de jewells
kleinsten und grof@en Q I1gG3/IgGl-Werte sowie die aithmetischen Mittelwerte und
Standardabweichung der beiden Probandengruppen gegentibergestellt. In  beiden
Probandengruppen streuten die Werte Uber denselben Wertebereich. Allerdings war der Q
19G3/1gG1-Wert bei den Probanden mit LB-Symptomatik im Durchschnitt signifikant grofer
als bei den seropasitiven Probanden ohre LB-Symptomatik (s.Abb.9. Bei der Gruppe der
Erythema migrans - Patienten war der Mittelwert der Q 1gG3/1gG1l im Vergleich zu den
anderen seropasitiven Probandengruppen mit LB-Symptomatik mit 3,7 am niedrigsten. Den
hochsten Mittelwert der Q 19gG3/IgG1 bei den seropasitiven Probandengruppen mit LB-
Symptomatik zeigten de Neurobareliosepatienten, de aich den hdéchsten Maximalwert
aufwiesen (s.Tab.11).

Haufigkeit (%,

PN WD 1o~ 0O
O OO OO oo oo
! ! ! ! ! ! ! ! |

QlgG3/1<1,2 QlgG31>1.2

B seropositive Probanden mit LB-Symptomatik 2 seropositive Probanden ohne LB-Symptomeatik

Abb.9 Haufigkeit der Q 1gG3/IgG1 der seropasiti ven Probanden mit und ohre LB-
Symptomatik
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Tabelle 11: Ubersicht tiber ermittelten Q 19G3/IgG1 der seropasiti ven Probandengruppen

(n=119
Probandengruppe | Klinischer Befund | Anzahl Q 1gG3/1gG1
Min Max MW  Stabwn
seropasitive [gesamt] 73 0,1 31,8 5,0 6,6
Probenden mit L B- EM 8 | 03 143 37 43
Symptomatik
Neurobareliose 53 0,2 31,8 5,4 7,2
Lyme-Arthritis 7 0,1 12,0 4,3 5,7
ACA 5 0,5 15,6 4,8 57
seropasitive [gesamt] 46 0,1 5,0 1,0 1,2
Probanden ohre | \ogbefund | 36 | 01 50 11 13
LB-Symptomatik
immund ogische 1 0,1 0,1 0,1 0
Grunderkrankungen
andere
Grunderkrankungen 0 0.2 2.0 0.9 0.5

Legende: Min: Minimalwert; Max: Maximawert; MW: Mittelwert; Stabwn: Standardabweichurng

4.6 Bestimmung eines gedgneten Q 19G3/1gG1-Cut-Off zur Differenzierung von
Probanden mit erhohten Antikorpertitern gegen B. burgdorferi

In einem weiteren Schritt wurde versucht, anhand der ermittelten Stichprobendaten einen
Grenzwert (, Cut-Off*) zu definieren, ab dem ein Q 1gG3/1gG1-Wert as positiver Befund
(,Patient ist an Lyme-Borreliose ekrankt*) bzw. negativer Befund (,Patient ist nicht an
Lyme-Borreliose ekrankt*) zu werten ist. Da sich de Wertebereiche der beiden urtersuchten
Probandengruppen Ukerlappten, war ein Cut-Off, bei dem ein serologischer Befund mit einer
100%-igen Sensitivitat und 10@%6-igen Spezifitdt mit der klinischen Redité&t Gbereingestimmt
hétte, jedoch nicht offensichtlich. Vielmehr waren Sensitivitét und Spezifitat des auf dem Q
1gG3/1gG1-Wert beruhenden Testsystems zwei gegeneinander wirkende Merkmale. Eine hohe
Sensitivitét (z.B. 95%) war mit einer geringen Spezifitdt verbunden (z.B. 3%%), und eine
geringe Sensitivitét (z.B. 30%) mit einer hohen Spezifitét (z.B. 90%). In Abbildung 10 ist
dieser Sachverhalt graphisch dargestellt. Die beiden Kurven geben de relativen Haufigkeiten
der Probanden wieder, die mit dem jeweili gen Cut-Off serologisch , richtigerweise” ds positiv
bzw. ,richtigerweise” ds negativ erkannt werden. Fur diese Analyse und de graphische

Darstellung wurden alle Q 1gG3/1gG1-Werte logarithmisch transformiert, da die Prifung der
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Daten mit dem Chi % Test zuvor ergeben hette, dass die Werte in den beiden
Probandengruppen nicht normal verteilt waren. Als optimaler Cut-Off wurde der Wert von 1,2
definiert, bei dem die Sensitivitét einen Wert von 846 und de Spezifitét einen Wert von 74%
annahm.

100 . . .
WX B0f----pesae- R R
- als negativ erkannte |
T T Probanden ohre LB- | | aspositiv erkannte
fﬂ 60 - - - - Symptomatik [ '] | Probanden mit LB-
) (Spezifitét) Symptomatik
k= +---- , - - -l (Sensiti vitat) :
o ! ! !
(]_) 40 T C T T T o T T T T T T T T
> | | |
‘_S + - - - - = - - - === d- - - - R L S l- = = = - - - - - -+
9 : : :
U B e o T
0 | | |
0,01 0,1 1 10 100

Cut—off—Wert [QIgG31gG]]
Abb.1Q Ermittlung des Cut-Off Wertes a's Trennurg der seropasiti ven Probanden mit LB-
Symptomatik und ar seropasitiven Probanden ohre LB-Symptomatik
duch Auftragen der relativen Haufigkeiten der richtig erkannten Testwerte gegentiber
@n moglichen Q 1gG3 /1gG1- Cut-Off- Werten (logistische Regresson)

4.7Validitat des Q 19gG3/1gG1-Cut-Off zur Identifizierung von Probanden mit LB-
Symptomatik unter den seropositiven Probanden

In der Tabelle 12 sind de serologischen Befunde zusammengestellt, die sich ergeben, wenn

auf die Q 1gG3/1gG1-Werte der untersuchten Probanden ein Cut-Off mit dem Wert von 1,2

angewendet wird. 846 der Q 1gG3/1gG1l der seropasitiven Probanden mit LB-Symptomatik

ergaben Werte oberhalb des errechneten Cut-Off von 1,2 (s.Tab.12. Um noch mehr

Rickschlisse aus der Vertellung der 1gG3- bzw. 1gG1-ELISA Ergebnisse ziehen zu kdnren,
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wurden de Ergebnisse der seropasitiven Probandengruppe mit LB-Symptomatik getrennt
nach Syndromen betrachtet.
So lagen 89% der Neurobarreli osepatienten,

6% der EM-Patienten,

7% der Lyme-Arthriti s-Patienten und

800 der ACA-Patienten
mit Threm Q 1gG3/IgG1 ubker dem definierten Cut-Off-Wert von 1,2.Bei den EM-Patienten
war damit die Gefahr am gréfden, einen Patienten falschlicherweise ds fasch negativ
einzuordnen. Bel Patientengruppen der Stadien 1l und Il einer Lyme-Borreliose (ACA,
Neurobareli osepatienten und Lyme-Arthriti s-Patienten) konrte mit Hilfe der Q 1gG3/1gG1l
dagegen gut abgegrenzt werden, ob de LB-verdadtige Symptomatik tatsdcdhlich kausal mit
einer B. burgdorferi- Infektionin Verbindurg steht.
Bel der seropasitiven Probandengruppe ohne LB-Symptomatik lagen 74% der berechneten
Q 1gG3/1gG1 urterhab des errechneten Cut-Off Wertes von 1,2 (s.Tab.12). Auch bel der
Gruppe der seropasitiven Probanden ohre LB-Symptomatik wurde die Vertellung der
Q 1gG3/1gG1 getrennt nach Syndromen betrachtet. Dabei ergaben de Q 1gG3/1gG1l von 786
der Probanden ohre Grunderkrankung und 6®6 der Probanden mit anderen
Grunderkrankungen einen ELISA-Testwerte unter dem definierten Cut-Off Wert von 1,2.Aus
der Syndromgruppe der seropositiven  Probanden ohre LB-Symptomatik = mit
immundogischen Grunderkrankungen konrte nur ein Testwert in de Auswertung mit
aufgenommen werden, da die anderen Testwerte unterhalb der unteren Nadweisgrenzen
lagen. Der Q 1gG3/IgG1 deses einen Testwertes lag ebenfall s unterhalb des definierten Cut-
Off-Wertes.
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Tab.12: Ubersicht tiber die Q 1gG3/1gG1-Werte oberhalb und uterhalb des berechneten Cut-
Off-Wertes von 1,2(seropasiti ve Probanden)

Probandengruppe Klinischer Befund | Anzahl Anzahl der Probanden
Q1gG3/IgG1l<1,2 QlgG3/IgG1>1,2
seropasitive [gesamt] 73 12 61
Probanden mlt. LB- EM g 2 -
Symptomatik
Neurobareliose 53 6 47
Lyme-Arthritis 2 5
ACA 1
seropasitive [gesamt] 46 34 12
Probanden ohreLB- |\ o mapefund 36 27
Symptomatik
immundogische 1 1
Grunderkrankungen
andere
Grunderkrankungen 9 6 3

4.8 Serologische Verlaufskontrollen bei Neuroborreliosepatienten

In deser Studie wurden 24 Neurobareliosepatienten Uber einen léngeren Zeitraum
beobadhtet, um die IgG1- und IgG3-Titer dieser Patienten Uber einen langeren Zeitraum zu
verfolgen, und eventuelle Verschieburngen zu ermitteln. Von alen Patienten wurden
wenigstens zwel Blutproben entnommen und anschlief3end im 1gG3- bzw. IgG1-ELISA auf
B.burgdorferi - spezifische Antikdrper untersucht. Die este Blutprobe wurde bel der ersten
Vorstellung des Patienten beim behandelnden Arzt vorgenommen underfolgte somit vor dem
Beginn der Therapie. Die Zeitabstdnde zwischen der Abnahmen der Blutproben lagen
zwischen einem und einundzwanzig Monaten (s.Tab.13. Durchschnittlich wurde die zweite
Blutprobe nadh fanf Monaten abgenommen. Von den vierundzwanzig getesteten
Serumproben deser Verlaufskontrollen lagen beim ersten Mef3zeitpunk 83% der Q
1gG3/1gG1 uber dem Cut-Off-Wert. Bei dem zweiten Mel3zeitpunk waren nach 58% der
ermittelten Q 19G3/IgG1-Werte groler as der Cut-Off-Wert (s Abb.11). Bei 7% der
Probanden war der Q 1gG3/1gG1 der zweiten Probe kleiner als der Quatient der ersten Probe,
bei 17% der Blutproben stieg der Q 1gG3/IgG1 und k& 4% der untersuchten Proben blieb der
Q 1gG3/1gG1 ibker den Beobadhtungszeitraum konstant. Der Abfall der Q 1gG3/1gG1-Werte
Uber die Zeit ist signifikant (p=0,014. Es bestand eine Korrelation zwischen der Hohe des
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ersten 1gG3/IgG1-Quatienten und ar Hohe des zweiten Q 1gG3/1gG1 (p<0,00% R=0,655
Regresgonsgerade y= 1,3+0,5*X). Allerdings korrelierten de Veranderung im 1gGLl/1gGS3-
Quoatienten nicht mit dem zeitli chen Abstand zwischen den Probennahmen (p= 0,638 R = -

0,101,Regressonsgerade y=1,9- 0,9*X).

Tabelle 13: Ubersicht tiber Me3dbten der serologische Verlaufskontrollen bei
2/Neurobareli osepatienten

Probanden-Nr. Q 1gG3/1gG1 Q 1gG3/1gG1 Zeitli cher Abstand von

ZP1 ZP2 ZP1-ZP2 (Monaten)
17 1,6 4,5 1
7 1,7 1,1 1
14 2,04 3,4 1
18 11,9 6,4 1
23 21 11 1
1 0,3 0,04 15
19 10,7 6,6 2
22 13 10,1 2
6 1,24 0,8 3
20 12,43 6,68 3
24 1,6 14,7 4
10 1,7 1,1 4
0,3 0,1 5
2,38 1,1 5
3 1,1 5
15 4,6 3,9 5
11 7,12 1,3 5
16 7,2 3,9 5
21 12,75 7 6
12 4,3 1,8 8
2 0,08 0,1 9
13 2,25 2,25 10
5 1,52 0,18 11
3 0,29 0,1 21

Legende: ZP1= 1. Zeitpunk der ersten Blutprobenentnahme; ZP2= 2. Zeitpunk der zweiten

Blutprobenentnahme
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Abb.11 Anzahl der seropasitiven Neurobareli osepatienten (gesamt n =24), deren Q
1gG3/IgG1-Werte Uber dem Cut-Off lagen

4.9Validitat des Testsystems bel Verwendung von anderen Borre lienantigenen

In deser Studie wurde die Fragestellung untersucht, ob de beobaditete unterschiedliche
Vertellung der 1gG1- und IgG3-Subklassen bei den beiden seropasitiven Probandengruppen
nur auf den verwendeten, mit Antigen des Borrelienstammes PK, (B.afzelii) beschichteten
ELISA-Platten, auftritt, oder ob man dese unterschiedliche 1gG-SubKassenverteilung auch
dann findet, wenn de Platten mit Antigenpraparaten aus anderen B.burgdorferi-Genaspezies
beschichtet wurden. Zur Bewertung dieser Frage wurden ELISA-Platten, de mit Antigenen
der Borrelienstamme PB; (B.garinii), B31 undPka Il (jewells B.burgdorferi sensu stricto)
getestet. Die Konjugate wurden in jeweil s doppelter Konzentration (IgG1 - 1:500Q 1gG3 -
1:1250 eingesetzt, um bekannte Unterschiede in den AODasges0 -Mef3werten auszugleichen
und de Standardkurven in den urterschiedlich beschichteten ELISA-Platten aneinander
anzupasen. Alle anderen Reagenzien undArbeitsschritte wurden entspredchend des Protokall s
der 1gG3- bzw. 1gG1-ELISA verwendet und duchgefiihrt. Die Proben wurden in alen drei
Platten urter denselben aul¥eren Bedingungen urtersucht.

Es wurden in den Tests Serumproben von einem seropdsitiven Probanden mit einer

Acrodermatitis chronica arophicans, drei seropasitiven Probanden mit einem Erythema
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migrans und zwanzig seropcsitiven Probanden mit Neurobareliose getestet. Weiterhin
wurden Proben von verzehn seropasitiven Probanden ohre LB-Symptomatik und zwel
seropasitiven Probanden mit degenerativer Grunderkrankung Gberpriift. Zwischen den Titern
mit dem Stamm Pk, und dn in den verschiedenen anderen ELISA-Platten ermittelten Titern
bestanden eindeutige, pasitive Korrelationen, de anhand des probenverbundenen t-Testes auf
Signifikanz gepruft wurden (s. Tab.14).

Tabelle 14: Korrelation zwischen den mit anderen Antigenen ermittelten 1gG1- undIgG3-

Titern und an mit dem Stamm Pk -ermittelten Titern

Herkunft des Probanden Anzahl der Korrelations- Signifikanz
Testantigens Probanden koeffizient [p]
[Stamm]
Phi seropasitive
Probanden mit
und ohre LB- 40 0.4 0.04
Symptomatik
Pkall seropasitive
Probanden mit
und ohre LB- 40 0.3 0.07
Symptomatik
B31 seropasitive
Probanden mit
und ohre LB- 40 0.3 0,08
Symptomatik

Die emittelten Mef3daten der 1gG1- und IgG3-ELISA der untersuchten Probandengruppen
und Untergruppen auf alen 1gGl- bzw. IgG3-ELISA-Platten sind in Tabelle 15
zusammengestellt.
Bel den 24 getesteten seropasitiven Probanden mit LB-Symptomatik lagen

92% der Testwerte auf den mit Antigen des Stammes Pbi

7% der Testwerte auf den mit Antigen des Stammes Pka ll

83 % der Testwerte auf den mit Antigen des Borrelienstammes B31
beschichten 1gG3- bzw. IgG1-ELISA Uber den urteren Nachweisgrenzen von 116WE fir
1gG1 und 120NE fir 1gG3 (s.Tab.16).
Betrachtet man die Syndromgruppen der seropasitiven Probanden mit LB-Symptomatik, so

erreichten von den 20 urtersuchten Neurobareli osepatienten 90% der auf den mit Antigen
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des Stammes Pbi beschichteten ELISA-Platten einen Testwert, der oberhalb der definierten
unteren Nadweisgrenzen des Testsystems lag, 80% auf den mit Antigen des
Borrelienstammes Pkall und 836 mit Antigen des Stammes B31 heschichteten ELISA-
Platten. Bei den de untersuchten EM-Patienten lagen bei dem mit Antigen des
Borrelienstammes Phi beschichteten 1gG1- bzw. 1gG3-ELISA 100 der Testwerte oberhalb
der unteren Nadhweisgrenze der 1gG1l- bzw. IgG3-ELISA, und bei den mit Antigen der
Stdmme Pka Il und B31 heschichteten 1gG1- bzw. IgG3-ELISA erreichten 676 enen
Testwert oberhalb der unteren Nadweisgrenzen des Testsystems. Der untersuchte
seropasitive Proband mit LB-Symptomatik, der an einer ACA litt, lag bei alen 1gG1- bzw.
IgG3-ELISA oberhalb der definierten urteren Nachwei sgrenzen.
Bel den 16seropasitiven Probanden ohre LB-Symptomatik zeigten

75% der Testwerte auf den mit Antigen des Borreli enstammes Phi

62,%% der Testwerte auf den mit Pka ll-Antigen

56% der Testwerte auf den mit B31-Antigen
beschichteten ELISA-Platten, einen Antikorpertiter, der Uber den festgelegten urteren
Nadhweisgrenzen lag (s.Tab.16).
Betrachtete man auch hier die Syndromgruppen, so lagen 796 der gemessenen Testwerte der
seropasitiven Probanden ohre Grunderkrankung bei dem mit Antigen des Borrelienstammes
Pbi beschichteten ELISA-Platten, 64% bel den mit Pka Il-Antigen beschichteten 1gG1-bzw.
IgG3-ELISA-Platten und 5%6 bei den mit Antigen des Borrelienstammes B31 heschichteten
ELISA-Platten, olerhalb der unteren Nadweisgrenzen des Testsystems. Von den zwei
untersuchten  Probanden de neben ener anderen  Grunderkrankung  enen
borreli enspezifischen Antikorpertiter aufwiesen, lagen bei allen drei 1gG1- bzw. IgG3-ELISA
50% der Testwerte oberhalb der definierten Nachweisgrenzen (s.Tab.16).
Es wurde in einem weiteren Schritt wiederum versucht, anhand der ermittelten
Stichprobendaten einen Cut-Off zu definieren. Dabel wurden nu Mef3werte von Proben
verwendet, die oberhab der unteren Nadchweisgrenzen lagen und vondiesen wurden dann Q
1gG3/IgG1-Werte berechnet (s.Tab.17). Da auch hier sich de Wertebereiche Uberlappten, war
ein Cut-Off, bei dem der serologische Befund mit einer 100%-igen Sensitivitat und 10@%6-
igen Spezifitét mit der Klinischen Reditéa Ubereingestimmt hétte, nicht offensichtlich.
Vielmehr waren auch hier Sensitivitét und Spezifitét des auf den Q 1gG3/1IgGl-Werten
beruhenden Testsystemen zwei gegeneinander wirkende Merkmale. Fir die Analyse zur
Definition des Cut-Off wurden auch hier ale Q 1gG3/IgG1-Werte logarithmisch transformiert,
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da die Priiffung der Daten mit dem Chi®-Test zuvor ergeben hatten, dess die Werte in den
Probandengruppen nicht normal verteilt waren. Als optimaler Cut-Off wurde auch hier fur ale
unterschiedlich beschichteten 1gG1-/IgG3-ELISA der Wert von 1,2 dfiniert.

Bel den seropasitiven Probanden mit LB-Symptomatik lagen auf den ELISA-Platten des
Borrelienstammes PBi 91%, bel den mit Antigen des Pka Il-Borrelienstammes beschichteten
1gG1- bzw.IgG3-ELISA 8% und keim B31-Borrelienstamm 75% der Q 1gG3/1gG1 okerhalb
des Cut-Off von 1,2(s.Tab.18).

Bel den auf den verschiedenen ELISA-Platten untersuchten seropasitiven Probanden ohre
LB-Symptomatik ergab de Berechnurg der Q 1gG3/lgGl bei den mit Antigen des
Borrelienstammes PBi beschichteten 1gG1- bzw. 1gG3-ELISA-Platten in 73% der Félle, beim
Pka Il-Borrelienstammes 70% und keim Borrelienstamm B31 60 Werte unter dem Cut-Off
(s.Tab.18.
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Tabelle 16: Ubersicht (iber die Verteilung der ELISA-MeRRwerte tiber und urter den urteren
Nadweisgrenzen der 1gG1- undIgG3-ELISA in Abhangigkeit des verwendeten

Testantigens
Herkunft | Probandengruppe  Klinischer Befund ~ Anzahl Anzahl der Probanden
des Test-
antigens _ .
[Stami] IgG1 -Titer [WE] 1gG3-Titer
Phi <116 >116 <120 >120
seropasitive [gesamt] 24 2 22 0 24
LEVOba“de” m'Fk EM 3 0 3 0 3
~Symptoma Neurobareliose 20 2 18 0 20
ACA 1 0 1 0 1
i [gesamt] 16 3 13 4 12
seropasitive
Probanden ohre Normalbefund 14 2 12 3 11
L B-Symptomatik andere 2 1 1 1 1
Grunderkrankung
Pkall seropasitive [gesamt] 24 5 19 2 22
LEVOba“de” m'Fk EM 3 2 1 0 3
~Symptoma Neurobareliose 20 3 17 2 18
ACA 1 0 1 0 1
" [gesam] 16 3 13 6 10
seropasitive
Probanden ohre Normalbefund 14 2 12 5
L B-Symptomatik andere 2 1 1 1 1
Grunderkrankung
B31 seropasitive [gesamt] 24 2 22 4 20
LEVOba“de” m'Fk EM 3 0 3 1 2
~Symptomati Neurobareliose 20 2 18 3 17
ACA 1 0 1 0 1
i [gesamt] 16 3 13 7 9
seropasitive
Probanden ohre Normalbefund 14 2 12 6 8
andere 2 1 1 1 1

LB-Symptomatik

Grunderkrankung
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Tabelle 17: Ubersicht (iber die emittelten Q 1gG3/IgG1 der seropasiti ven Probandengruppen

in Abhangigkeit des verwendeten Testantigens

Herkunft | Probandengruppe  Klinischer Befund Anzahl Q 1gG3/1gG1
des Test-
antigens
[Stamm] Min  Max MW  Stabwn
Pbi seropasiti ve [gesamt] 22 0,1 11,0 3,3 2,9
Probanden mit EM 3 2,4 5,3 3,85 1,4
LB-Symptomatik ~ Neurobarreliose 18 0,1 11,0 3,1 3,0
ACA 1 2,1 2,1 - -
[gesamt] 12 0,1 3,5 0,8 1,0
seropasiti ve Normalbefund 11 0,1 3,5 0,9 1,0
Probanden ohre andere 1 0,2 0,2 0,2 0
LB-Symptomatik Grunderkrankungen
Pkall seropasiti ve [gesamt] 19 0,1 18,8 3,4 4,2
Probanden mit EM 2 1,3 3,1 2,2 0,9
LB-Symptomatik ~ Neurobarreliose 16 0,1 18,8 3,5 4.4
ACA 1 1,4 1,4 - -
[gesamt] 10 0,1 3,7 1,0 1,1
seropasiti ve Normalbefund 9 0,1 3,7 1,1 1,2
Probanden ohre andere 1 0,2 0,2 - -
LB-Symptomatik Grunderkrankungen
B31 seropasiti ve [gesamt] 20 0,1 16,0 3,0 3,7
Probanden mit EM 2 1,4 3,1 2,3 ,8
LB-Symptomatik ~ Neurobarreliose 17 0,1 16,0 3,1 4,0
ACA 1 1,2 1,2 - -
[gesamt] 9 0,1 3,8 0,6 0,9
wopuive Mo 801 ap o7 g
Probanden ohre Grunderkrankungen

L B-Symptomatik

Legende: Min: Minimalwert; Max: Maximalwert; MW: Mittelwert; Stabwn: Standardabweichung
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Tab.18: Verteillung der Probanden anhand der Hohe ihres Q 1gG3/1gG1-Wertesin

Abhangigkeit des verwendeten Testantigens

Herkunft | Probandengruppe  Klinischer Befund  Anzahl Anzahl der Probanden
des Test-
tht;?ne;? QIgG3/IgG1<12 QIlgG3/IgGL>1,2
Phi seropasitive [gesamt] 22 2 20
Probanden mit EM 3 0 3
LB-Symptomatik Neurobarreliose 18 2 16
ACA 1 0 1
[gesamt] 12 9 3
seropasitive Normalbefund 11 8 3
Probanden ohre andere 1 1 0
LB-Symptomatik  Grunderkrankungen
Pkall seropasitive [gesamt] 19 2 17
Probanden mit EM 2 0 2
LB-Symptomatik Neurobarreliose 16 2 14
ACA 1 0 1
[gesamt] 10 7 3
seropasitive Normalbefund 9 6 3
Probanden ohre andere 1 1 0
LB-Symptomatik  Grunderkrankungen
B31 seropasitive [gesamt] 20 5 15
Probanden mit EM 2 0 2
LB-Symptomatik Neurobarreliose 17 5 12
ACA 1 0 1
[gesamt] 9 6 3
seropasitive Normalbefund ? i 8
Probanden ohre andere
LB-Symptomatik  Grunderkrankungen
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5. Diskussion

5.1 Diskussion der Probandenrekrutierung

Die Qualitét der Ergebnise a@ner Studie hangt im wesentlichen von der exakten Auswahl der
zu urtersuchenden Probanden ab ([108,[70]). Die Probanden deser Studie wurden
retrospektiv in Anlehnurg an das Konzept der EU ,,concerted adion onLyme- Borreliose*”
(EUCALB)[143 mittels definierter Fall definitionen ausgewahlt, um représentative Ergebnisse
zu erzielen. Durch dese Art der Probandenrekrutierung konrte eéne a@ndeutige Identifikation
und Gruppenzugehtrigkeit jedes einzelnen Probanden deser Studie ezielt werden. Eine
mogliche Fehlerquelle bel der Probandenauswahl bestand darin, dal3 nicht alle Probanden
einheitlich mit demselben dagnostischen Verfahren vargetestet waren, so dal3 mégliche
Unterschiede der Voruntersuchungen zu falschen Ergebnissen hétten fuhren konren. Alle
nicht konformen Testergebnisse wurden aber in deser Studie nochmals in dem 1gG(gesamt)-
ELISA (Dade Behring, Enzygnost) Uberprift und \erifiziert, um so dese Fehlerquelle zu
minimieren. Eine weitere mogliche Fehlerquelle der Probandenselektion der Studie ist, dal
die Daten vielleicht in den zur Eintellung der Probandengruppen gesichteten Sekundérdaten
nicht korrekt waren, dald Rohdaten z.B. nicht korrekt interpretiert wurden und somit u.U.
falsche Diagnosen gestellt worden waren. Dies wurde durch eine Uberprifung aller
Probandenrohdaten in den Archivakten ausgeschlossen.

Desweiteren wurden all e Proben der Probanden var Therapiebeginn bei Erstvorstellung in den
Kliniken abgenommen, da es ein Ziel dieser Studie war, eine mdgli che verdnderte Dominanz
der borrelienspezifischen 1gG-Antikorper Uber einen langeren Zeitraum unter Therapie
festzustellen. So konrte en einheitlicher und damit vergleichbarer Status aller Probanden
ohre medizinische Einfluf3rahme untersucht werden.

Ein weiterer mogli cher Kritikpunkt bei der Probandenauswahl besteht in der Diagnasestell ung
der bisher nur sehr schwer zu diagnostizierenden Lyme-Arthritis. Dabel ist das Symptombild
eher unspezifisch und ncht eindeutig von anderen Diff erential diagnosen abgrenzbar. Deshalb
bestand in dieser Studie aich die gréfde Gruppe bei dem seropasitiven Kollektiv mit LB-
Symptomatik aus Probanden mit der besser zu dagnostizierenden Neurobareliose. Aulerdem
wurde in deser Studie die Diagnose Lyme-Arthritis durch erfahrene Fachéarzte anhand des
klinischen Bildes und cer Serologie gestellt. Alle Probanden erflllten de Kriterien der von
der EU-Kommisgon empfohlenen Falldefinition. Trotzdem kénren auch in deser Studie

mogli che Fehldiagnosen bei den Lyme-Arthriti s-Probanden gestellt worden sein.
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5.2 Diskussion der M ethoden der serologischen Voruntersuchungen

Fur die Beurtelung der vorliegenden Studienergebnise ist, neben der sorgféltigen
Probandenauswahl, auch der methodsche Ansatz wichtig. Im folgenden sollen die in den
serologischen Voruntersuchurgen verwendeten Methoden einer kritischen Betraditung
unterzogen werden.

Je nach eingesetztem Testverfahren kdnren erregerspezifische Antikorper im Serum laut einer
Studie von Oschmann [107] bel 69 kbs 87% der Probanden nadchgewiesen werden. Andere
Autoren ([56],[149,[169,[141,[73]) geben 50 bs 8% an. Die Unterschiede zwischen den
Ergebnisen ist z.T. mit Eigenschaften des eingesetzten Testsystems, der Methodk zur
Bestimmung der lokalen Antikorpersynthese, des Zeitintervalls zwischen Infektion und
Probeentnahme sowie mit der Auswahl des Patientenkall ektivs erklérbar. Die Nadhweisrate
borrelienspezifischer Antikorper im  Serum kann abhéngig sein vom verwendeten
Borrelienstamm und der Antigenpraparation ([50],[33]). Der in den serologischen Vortests
(ELISA, Westernblot) dieser Studie engesetzte Borrelia burgdorferi Stamm B31ist das erste
Isolat von Shelter Island ([11],[69]). Dieser Stamm gehdrt zur Genospezies Borrelia
burgdorferi sensu stricto [84], die hauptsadlich in den USA vorkommt

Der 1gG(gesamt)-ELISA ist as Untersuchungsmethode fur die Borreliendiagnostik gut
gedgnet. Zum einen ist er im Verhaltnis zum Westernblot deutlich hilli ger, so dal3 der ELISA
auch as Screeningmethode @ngesetzt werden kann. Zum anderen ist er durch de
phaometrische Bestimmung nicht von der Subjektivitét der Beurteilung eines Untersuchers
abhéngig. Aufferdem ist der 1gG(gesamt)-ELISA je nach Antigenpraparation deutlich
spezifischer as der IFT [30] undlaut Oschmann [109 gleich spezifisch undsensitiv wie an
Westernblot. Beim 1gG(gesamt)-ELISA ist eine Differenzierung der Antikdrper anhand der
erkannten Epitope nicht mdglich. Weiterhin kann mit einem IgG(gesamt)- ELISA keine
Aussige Uber die Symptomatik der Erkrankung gemadit werden, so dal3 de dleinige
serologische Diagnose, aufgrund der oben erwédhnten hoken Durchseuchungsrate in der
Bevolkerung mit einem [gG(gesamt)-ELISA zwangslaufig zu vielen fasch pasitiven
Ergebnisen flhrt.

In den fur diese Studie durchgefiihrten Voruntersuchungen wurde der Westernblot nach der
Methode von Engelsing [36] durchgefuhrt. Dieser Westernblot zeichnet sich, verwendet man
ihn far die Untersuchung von Liquar und Serum und weist somit die spezifische, lokale,
intrathekale Antikorpersynthese nadh, duch eine héhere Spezifitét as der IFT und eine dem
1gG(gesamt)-ELISA vergleichbare Sensitivitat und Spezifitéat aus. Neben der Identifikation der
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Antigene, missen Kreuzregtionen im Westernblot zwischen urspezifischen Antikdrpern des
Probandenserums und cem Antigen weitgehend ausgeschlossen werden, um die Beurtellung
eines Westernblots scher durchfihren zu kénren. Bei einem Teil der untersuchten Antigene
wurden in einer Untersuchung von Bruckbauer et al. [18] mehr oder weniger starke
Kreuzreationen mit den Antigenen anderer Spirochéaten gefunden. Auch Kreuzresktionen zu
Leptospiren, Salmonellen, Yersinien, Pseudamonaden, Neissrien, Campylobader,
Pasteurellen, Listerien, Legionellaceag52] und mit Antigenen des Epstein-Barr-Virus wie
des Cytomegalovirus [48] wurden beschrieben. Weitere Studien zeigten, dal3 einige Antigene
eine niedrige Spezifitét besitzen ([5],[38]). Besonders dark ist die Kreuzantigenitét zwischen
Borrelia burgdorferi und apathogenen Treporemen, zum Beispiel Treponema phagedenis
[4]. Das Antigen von Treponema phagedenis wurde deshalb in den Voruntersuchurgen als
Absorbens fir unspezifische AntikOrper verwendet, so dald Kreuzredktivitdéten von
Probandenseren reduziert wurden. Trotz dieser aufwendigen Verbesserungen des verwendeten
Westernblots ist er schon aufgrund seiner hohen Kosten [52] und der Aufwendigkeit der
Methode, nicht als Screeningmethode fur grofRere Patientenkadlektive gedgnet. Im
Epidemiologischen Bulletin [13(0] wird darlber hinaus bei der Zusammenstellung der
Ergebnise des Borrelien-Experten-Medings in Freiburg [75], der Westernblot nur as
Bestétigungstest aber nicht als Screening-Test empfohlen. Auch zur Bestétigung wird er nach
Meinung der Experten dem hohen Anspruch der Praxis nicht geredht, da bei den kommerziell
erhdltli chen Testkits die zuverlassge Identifikation spezifischer Banden nu selten eindeutig
moglich ist. Weiterhin missen die Bandenmuster von erfahrenen Untersuchern ausgewertet
werden, um eine sichere und Kare Beurteilung eines Westernblots zu erreichen, so dal3 nu
solche Laboratorien deses Testsystem einsetzen konren, de Routine bel der Durchfiihrung
derartiger Testmethoden besitzen [52]. Daher wird in Abhéngigkeit von den individuellen
Auswertungskriterien der Untersucher eine Variabilitét der Spezifitdt von 82 hs 96% sowie
der Sensitivitét von 78 s 100% beschrieben ([33],[77],[111,[175). Auch mit Hilfe enes
Westernblots ist es nicht moglich, zwischen der mit einer akuten Infektion asziierten
Antikorperantwort und einem persistierenden  Antikorpertiter, der aufgrund eines
vorangegangenen Kontaktes zustande gekommen ist, zu urterscheiden [58] und somit kann
auch mit ihm keine Aussage uUber die Ursade der vorhandenen LB-verdadtigen
Symptomatik gemadt werden.

In deser Studie wurden viele verschiedene Testsysteme in den serologischen Vortests

eingesetzt. Dabei wurden 836 aler untersuchten Probanden aufgrund ihrer Ergebnisse im
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IgG(gesamt)-ELISA in dese Studie aifgenommen und 17% der Patienten aufgrund ihres
Westernblotergebnisses. Bel einer solchen serologischen Vorselektion der Probanden sind
zwel Szenarien fur mogliche Fehlerquellen denkbar: 1. de verwendeten Vortests waren zu
wenig sengitiv aber hoch spezifisch; damit wéren Probanden mit einer geringen humoralen
Immunantwort von der Studie nicht erfasg worden oder 2. de serologischen Vortests waren
zu wenig spezifisch, dann konren auch seronegative Probanden (falsch pasitive) mit in de
Studie aifgenommen worden sein. Die Probanden dieser Studie wurden aufgrund des Titers
des 1gG(gesamt)-ELISA undoder des Westernblots ausgewahlt, da diese beiden Methoden
as ausreichend gspezifisch eingeschdtzt werden ([107],[58],[27]) und sich as
Screeningmethode an besten fur die Borreliendiagnostik eignen [129. Damit konren
Probanden mit einer geringen humoralen Immunantwort im vorhinein von der Studie
ausgeschlossen worden sein. Bel der Etablierung eines neuen diagnostischen Verfahrens
erscheint dieses Szenarium (1.) jedoch sicherer as die Gefahr durch zu wenig spezifische
Vortests falsch pasitive Probanden mit aufgenommen zu haben, de dann de Qualitat des
Verfahrens mindern konrten.

Bel der Entwicklung der IgG1- bzw. IgG3-ELISA wurde aif eine bereits bewdhrte mit
B.burgdorferi-Antigen beschichtete Mikrotiterplatte zurlickgegriffen, um mit einer mégli chst
gleichbleibende hohen Qualitét der Materiaien arbeiten zu konren. Um diese Qualitdt zu
gewdhrleisten undauch nach der Entwicklung ein diagnostisches Verfahren zu besitzen, das
leicht in de Routinediagnastik eingefuhrt werden kann, wurde die Mikrotiterplatte von Dade
Behring verwandt, diein der Studie von Goosens et a. [48] im Vergleich vonelf kommerziell
erhdltlichen ELISA-Systemen de beste Sensitivitdt und Spezifitdt zeigte. Diese
borrelienspezifische Mikrotiterplatte ist mit Antigen des B.burgdorferi-Stammes Pk, der
Genospezies B.afzelii beschichtet. Diese Genospezies, die hauptsadlich in Europa verbreitet
ist, urterschied in einer vergleichenden Studie von Hauser et a. [60] Lyme-Borreliose-
Patienten von seronegativen Blutspendern von alen verwendeten B.b.-Stdmme am besten.
Weiterhin verglich Hofmann [65] in seiner Studie handelsiibliche ELISA, die mit
Flagell umantigen beschichtet waren, mit einem Pk,-beschichteten ELISA. Dabel fand sich bel
beiden Testsystemen eine gleich gute Sensitivitét und Reprodwzierbarkeit. In der Spezifitét
des Testsystems schnitt der mit Antigenen vom Stamm Pk, beschichtete ELISA aber deutlich
besser ab, al's der mit Flagell umantigen beschichtete ELISA.

Fur die Entwicklung der 1gG1- bzw. IgG3-ELISA wurde éne mit vielen Antigenen
beschichtete Platte ausgewahlt, da Jung [70] in ihrer Studie herausgefunden hette, dal3 de
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1gG1- bzw. 1gG3-SubKassenverteilung bei einer Borreieninfektion nicht von bestimmten
Antigenen abhéngig ist.

Dem verwendeten Probenpufer wurde vom Hersteller ein Treponema phagedenis-
Ultrasonikat zugesetzt, so dald mogliche Kreuzretionen schon fruhzeitig abgepuffert
werden. Dies ist insbesondere ewahnenswert, als in verschiedenen Studien auf die hohe
Kreuzreaktivitét in der Borreliendiagnostik hingewiesen wird ([3], [28], [92], [134)).

5.3 Pathogenetische Hintergr inde der beobachteten serologischen Phanomene

Das Vorherrschen einer IgG3-Dominanz bei seropasitiven Probanden mit LB-Symptomatik
im Vergleich zu einer IgG1-Dominanz bel seropasitiven Probanden ohre LB-Symptomatik
bestétigt die auf anderen Untersuchungen basierende Erwartung, auf Grund derer diese Studie
durchgefuhrt wurde. Es konrte bereits in mehreren Untersuchungen gezeigt werden, dal3
Patienten mit einer Borrelieninfektionen mit einer verstérkten IFNy und einer verminderten
IL4-Synthese reagieren ( [163, [97],[109). Die verminderte 1L4-Synthese beruht vermutlich
auf einer Inaktivierung von THo-Zellen durch de Borrelien. Diese Inaktivierung wiederum ist
fir eine verminderte Immunantwort und eine Verschlechterung der Krankheit verantwortlich
[109.

Eine Anreicherung IFNy-prodwzierender TH1-Zellen konrte ebenfallsim Liquar von Patienten
mit einer Neurobarreliose, sowie in der Synoviaflissgkeit von Patienten mit Lyme-Arthritis
in Studien vonY sl [174] undForsberg [41] gezeigt werden. DaIFNy die Synthese von 1gG3
fordert, die von IgG1l dahingegen hemmt, war mit einer Dominanz dieser SubKasse bel
Probanden mit LB-Symptomatik zu redhnen.

Durch Untersuchungen im Mausmodell konnte gezeigt werden, dal3 1L4 bzw. IgGl einen
protektiven Effekt bei einer B.b.-Infektion het. Keane-Myers und Nickell [78] sowie Barthold
et a. [12] entwickelten C3H-Mause, die fur B.burgdorferi empfanglich sind und mach
Infizierung mit B. burgdorferi eine schwere Arthritis entwickeln. Diese bildeten verstérkt
THi-Zellen und wiesen einen hoten IFNy-Spiegel auf. BALB-Mause, die resistent sind,
reggierten hingegen mit einer TH,-Zellen-Dominanz und einer ausgeprégten 1L4-Produltion
undeinem erhdhten 1gG1-Spiegel. Den Einfluld vonlL4 bzw. IFNy auf den Verlauf einer B.b.-
Infektion konrien Keane-Myers und Nickel durch de Gabe von Anti-IL4 mAB, bzw. Anti-
IFNy mAB zeigen. IL4 scheint Gber eine Hemmung des Spirochdtenwadstums protektiv zu
wirken, da die Blockade dieses Interleukins durch einen Antikorper zu einer erhéhen

Sterbli chkeitsrate bei infizierten Méausen fihrte und signifikant mehr Spirochédten nadchwei sbar
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waren as in ener infizierten Kontrollgruppe. Die Blockade von IFNy hingegen senkte die
Sterblichkeitsrate und reduzierte die Anzahl nachweisbarer Spirochéten. Es ist anzunehmen,
dai? bei den seropasitiven Probanden ohre LB-Symptomatik die Dominanz von IgG1, dessen
Produkion duch IL4 stimuliert wird, var dem Ausbruch einer klinisch manifesten Lyme-
Borreli ose-Erkrankung schiitzt. Uber welchen Medanismus die protektive Wirkung von IL4
bzw. 1gG1 zu Stande kommt, ist derzeit noch nicht geklért.

5.4 Diskussion der Ergebnisse

Zunadst wurden de beiden 1gG1- bzw. 1gG3 - ELISA anhand vonIntra - und Inter-Assay-
Prézisionen verschiedener Probanden mit unterschiedlicher Immunantwort auf ihre
Leistungsfahigkeit Uberprift. Die Uberprifung eines ELISA mittels Intra- und Inter-Assay-
Prézisionist ein gangiges Verfahren, das bel vielen anderen kommerziell erhdtli chen Testkits
verwandt wird (Enzygnost Borreliosis; ICAM-1-ELISA). Bei der Inter-Assay-Prazision
ergaben sich bei dem Probanden mit geringer AODysp6s0 V ariationskoeffizientenwerte von
Uber 20%. Bel so geringen AOD4sq650-Mef3werten hat eine geringe Abweichung, die aifgrund
des geringen Signals und camit der Schwierigkeit der Detektion auftreten kann, schon grole
Auswirkungen bel der Berechnurg von Variationskoeffizienten. Daher sind in desem
Mef3kereich holere Variationskoeffizenzwerte tolerierbar. Ein weiteres Qualitatsmerkmal fir
ein ELISA-System ist die Verdinnumsedtheit eines Probandenserums Uber den gesamten
Mel3bereich hinweg. Auch deses wird in den kommerzidl erhdltlichen Tests als
Qualitétskontrolle durchgeflihrt. Dabel sollten sich de Ergebnisse des eingesetzten Serums -
in einem Graphen aufgetragen - linea darstellen. Nur wenn dese Verdunnurgsedtheit
gegeben ist, ist auch mit einer guten Reprodwzierbarkeit der Ergebnisse zu rechnen. Die 1gG1-
bzw. 1gG3-ELISA zeigten eine gute Verdinnumseditheit bei mehreren eingesetzten Seren
Uber den gesamten Mef3bereich hinweg.

Nadh Ermittlung aler Meldergebnisee der Probandengruppen wurden dese miteinander
verglichen. Bei dem Vergleich der Syndromgruppen der seropasitive Probanden mit LB-
Symptomatik konrten signifikante Unterschiede zwischen den Untergruppen in den Variablen
1gG1 undlgG3 gefunden werden. Dabel zeigten de Antikorpertiter der Probanden mit ACA
und EM niedrigere Werte ds die der Neurobarreliose - und Arthriti s-Probanden. Dies ist z.T.
mit der geringen Anzahl der Probanden in desen beiden Syndromgruppen erklérbar, so dal3
geringe Unterschiede schon statistisch signifikant erscheinen Es wurden keine Korrelationen
zwischen den Ergebnissen desim Vortest durchgefiihrten 1gG(gesamt)-ELISA und den Titern
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der 1gG1-bzw. IgG3-ELISA berechnet, da nicht alle Probanden im I1gG(gesamt)-ELISA

untersucht worden waren.

Bel der Untersuchung der beiden seropositiven Probandengruppen fiel auf, da? de
untersuchten seropasitiven Probanden mit LB-Symptomatik signifikant haufiger eine 1gG3-
Dominanz aufwiesen. Die Dominanz der spezifischen 1gG3-Antikorper deutet auf den
kausalen Zusammenhang zwischen einer B.burgdorferi-Infektion und @ vorhandenen
Symptomatik hin. Seropasiti ve Probanden ohre LB-Symptomatik zeigten dagegen signifikant
haufiger eine IgG1-Dominanz. Dies deutet darauf hin, dal3 bei eéinem seropasitiven Probanden
ohre &tuelle LB-verdadtige Symptomatik die IgG1-SubKasse die Immunantwort dominiert.
Da die Probanden der seronegativen Gruppe keine borrelienspezifischen Antikorper
aufwiesen, wurde von deser Gruppe kein Q 1gG3/1gG1 berechnet. Jung [70] fand in ihrer
Studie mittels Westernblot eine Dominanz der 1gG1-Subkiass bei Lyme-Borreli ose-Patienten
und interpretierte diese Ergebnisse dahingehend, a3 de verstérkte 1gG1-Synthese én
Indikator fur eine Lyme-Borreliose sein konrte. Die Diskrepanz zu den Ergebnisen deser
Studie kann damit erklért werden, dal3 bei der Studie von Jung [70] die Antigene durch eine
Sodium-Dodegyl-Sulfat-Polyaaylamid-Gel-Elektrophaese (SDS-Page) aufgetrennt wurden,
und cadurch de Antigene unterschiedliche Reégktivitdten zeigen kdnren. Jung [70] setzte in
ihrer Studie den Westernblot als eine qualitative Labormethode en, ohre zu quantifizieren.
Somit konnten Aussagen zu Dominanzen einzelner 1gG-Subkassen nu anhand von
Bandenanzahl und Bandenintensitdt abschétzt werden. Die Aussage Uber die Ursadhe der
Symptomatik einer Erkrankung ist bei dieser Methode eher kritisch zu betrachten. Eine
genauere Quantifizierung der borrelienspezifischen Antikorpern ist dagegen mit 1gG1- und
IgG3-ELISA mdglich. Trotz der seropasitiven Voruntersuchurngen fielen einige Probanden
mit ihren Titern urter die Nadhweisgrenzen der 1gG1- bzw. 1gG3- ELISA. Diesist zum einen
damit erklérbar, da3 richt alle Probanden (17%) vorher mit dem I1gG(gesamt)-ELISA
untersucht wurden, sondern  aufgrund des Westernblotergebnisses mit in de Stude
aufgenommen worden sind, undmdglicherweise andere Antigene im Westernblot detektiert
wurden, als auf der Mikrotiterplatte présentiert werden. Weiterhin war die Mikrotiterplatte des
1gG(gesamt)-ELISA mit Antigen des Stammes B31 beschichtet, wadhrend das Antigen der
IgG1-bzw. 1gG3-ELISA-Platten von dr Genospezies B.burgdorferi afzelii Stamm Pk,
stammte. Dieser Unterschied in der Antigenbeschichtung kdnrte aich ein Grund sein, warum
nicht alle Probanden Titer oberhalb der Nadhweisgrenzen zeigten. Genau dese Problematik
diskutiert auch Babou [10] in seiner Studie. Er weist daraufhin, dald mogliche Unterschiedein
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der Antigenbeschichtung mit verschiedenen Genaspezies von Borrelia burgdorferi sensu lato
zu moglichen falsch negativen Ergebnissen fuhren kdnrte. Eine andere Erkl&rung ist, daf}
haufig Defizite in enzelnen 1gG-Subkasen-Konzentrationen valiegen. Bel  dem
1gG(gesamt)-ELISA werden alle 1gG-Subkassen (IgG1-1gG4) untersucht. Bei den beiden
neuen ELISA werden nu 1gGl undIgG3 urntersucht. Liegt nun kel einigen Probanden ein
absoluter oder relativer Mangel an einer der beiden Subklasen var, so fdlt dies bei dem
1gG(gesamt)-ELISA nicht ins Gewicht, bei den beiden IgG1- bzw. IgG3-ELISA jedoch fallen
damit die Titer unter die Nadhweisgrenzen des Systems.

Um die beiden seropasitiven Probandengruppen dfferenzieren zu kénren wurde eén Q
19G3/1gG1 mit einem definierten Cut-Off-Wert von 1,2etabliert. Bei diesem Wert fur den Q
1gG3/IgG1 betrug die Sensitivitét 84% und de Spezifitdt 74%. Da diese Quatienten stets in
Relation gemessen wurden, kann eine Aussage dariiber, welche der beiden Subklassen-Titer
als Ursache des fur die Probandengruppe ,, falschen Quatientenwertes zu hach oder zu niedrig
waren, nicht gemadit werden. Diese nur relativ hohe Sensitivitdt und Spezifitét gerade im
Fruhstadium der Infektion zeigte sich auch in einer Studie von Goaosens [48], in der 11
verschiedene Borrelien-ELISA auf Sensitivitdt und Spezifitdt getestet wurden. Dabel zeigte
sich gerade im Frihstadium der Infektion (EM) eine deutlich geringe Sensitivitét und
Spezifitdt als bel Patienten der Stadien Il undll. Ein Grund ciflir sehen de Autoren in einer
Borrelia burgdorferi-spezifischen ,langsamen” Antikorperantwort. Zum anderen weisen de
Autoren daraufhin, dal3 gerade bei Probanden im Frihstadium noch viele unspezifische
Antikérper gegen andere Mikroorganismen gebildet werden, de dann z.T. nicht von den
ELISA ds ezifisch detektiert werden konren. Auf diese Problematik verweisen auch Rahn
[122 und Babou [10] in ihren Publikationen. Daher war es bel der Betrachtung der
Sensitivitét davon abhéngig, in welchem Stadium einer Lyme-Borreliose sich die Probanden
befanden.

Bel der seropasitiven Probandengruppe ohre LB-Symptomatik lagen bel Probanden mit
autoimmun bedingten und anderen Grunderkrankungen verhdtnismaig mehr Q 1gG3/1gG1
oberhalb des Cut-Off-Wertes als bei den Probanden der seropasitiven Probandengruppe ohre
LB-Symptomatik ohre Grunderkrankungen, was auch de Spezifitdt des Testsystems
beanflul@e. Dies ist moglicherweise damit zu erkldren, da? im Laufe ener Multiplen
Sklerose, as Beispidl einer autoimmun bedingten Grunderkrankung, eine ehdhte Synthese
von pdyklonalen Antikoérpern bedingt durch eine payklonale B-Zell-Stimulation stattfindet
[90]. Dabei ist es durchaus moglich, dad debei zufdllig borrelienspezifische Antikérper
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vermehrt gebildet werden, und ddurch de eregerspezifische Dominanz in den IgG1- bzw.
1gG3-SubKassen sich zugunsten von IgG3 verschiebt. Da aer in deser Studie kein groles
Probandenkall ektiv mit diesen Grunderkrankungen urtersucht wurde, mif¥e dlerdings in
einer weiteren Studie néher betrachtet werden, ob deses Phdnomen auch bei einem groleren
Probandenkall ektiv mit autoimmun kedingten Grunderkrankungen auftritt.

Es wurden in deser Studie vierundzwanzig Neurobarreliosepatienten in mindestens zwel
Mesaungen urtersucht, um herauszufinden, wie sich das gefundene Phdnomen der 1gG3-
Dominanz auch Uker enen langeren Untersuchurngszeitraum darstellt. Bei diesen
Verlaufsuntersuchungen konrte bei 79% der Probanden ein Abfall des Q 1gG3/IgG1 tker den
Beobadhtungszeitraum festgestellt werden. Dieser Abfall der Q 1gG3/IgG1 ist signifikant.
Diese Beobadhtung deutet auf den Einflul® einer Therapie auf den Verlauf einer Erkrankurg.
Im Verlaufe nehmen de LB-verdaditigen Symptome &, und @mit auch der serologische
.Indikator*, der Q I1gG3/IgGl. Dies bestédtigt auch de Hypothese, dal dbs
Dominanzverhéltnisse der 1gG1- bzw. 1gG3-Subkassen ein Indikator fur die Detektierbarkeit
der LB-verdadhtigen Symptomatik darstellen konrte. Dabel scheint der Abstand der
Probenentnahmen auf die Hohe des Q 1gG3/IgG1 untedeutend zu sein.

Die IgG3-Dominanz der Testwerte der seropasitiven Probanden mit LB-Symptomatik und de
IgG1-Dominanz der Testwerte in der seropasitiven Probandengruppe ohre LB-Symptomatik,
diein dieser Studie gefunden wurde, war nicht nur mit Antigenen des Borreli enstammes Pk,
der verwendeten Mikrotiterplatte nadhweisbar, sondern auch mit Stammen (Pbi, Pka Il und
B31) anderer Genospezies (B.garinii, B.b. sensu stricto). Die Sensitivitdt der 1gG1- bzw.
IgG3-ELISA lag bei den drel untersuchten Borrelienstdmmen zwischen 7992% ( Pbi - B31 -
Pka Il) und de Spezifitdt schwankte je nach Stamm zwischen 7556% (Pbi - Pka Il - B31).
Dabel wies der Borrelienstamm B31 de geringste Spezifitét auf. Bestdtigt wird dese
Beobadhtung in der Studie von Hauser et a. [60], in der auch der Borrelienstamm B31 de
geringste Spezifitédt bel der Untersuchung von 355 Personen mit verschiedenen
Borrelienstdmmen in einem 1gG(gesamt)-ELISA zeigte.

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dald de Verteilung der Immunglobuinsubkiassen nicht
ein genospezies-spezifisches Phanomen ist, sondern B. burgdorferi sensu lato-spezifisch zu
sein scheint. Weiterhin unterstreicht dies die mogliche breite Anwendberkeit des neuen
diagnostischen Verfahren, auch in Regionen, wie den USA, wo der Stamm Pk, nicht
verbreitet ist.
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5.5 Anwendungsmaoglichkeiten des neuen diagnostischen Verfahrens

Diese Studie stellt ein neues diagnostisches Verfahren fir die Borreliendiagnostik vor, mit
dem man Lyme-Borreli ose-Patienten mit Hilfe serologischer Methoden erkennen kann. Die
entwickelten 1gG1-bzw.IgG3-ELISA weisen eine relativ hohe Sensitivitdt und Spezifitét bei
der Abgrenzung von seropasiti ven Probanden undseronegativen Probanden undzwischen den
beiden seropasitiven Probandengruppen mit und ohre LB-Symptomatik auf. Diese beiden
ELISA miften, un in de Routinedianostik aufgenommen zu werden, nach weiter in Bezug
auf Sensitivitat und Spezifitét entwickelt werden. Fur den Einsatz des neuen dagnostischen
Verfahrensin der Borreliendiagnaostik wéren dann zwei Anwendurgen denkbar:

» Alleindiagnostikum - d.h. Screening (seropasitiv-seronegativ) und Identifikation oer
Symptomatik als Lyme-Borreli ose mit den IgG1- undIgG3-ELISA

» Zusatzdiagnostikum - d.h. Screening (seropasitiv-seronegativ) mit einem 1gG(gesamt)-
ELISA. Die Kausalitét der Symptomatik als Lyme-Borreliose kdnrte dann serologisch
mit den IgG1- und1gG3-ELISA bewiesen werden.

Die Entscheidurg, wie man in der Diagnostik bel Verdadt auf eine Lyme-Borreliose-
Erkrankung vorgehen sollte, kann in deser Studie nicht endgultig getroffen werden, da hier
nur retrospektiv Probandenseren urtersucht wurden, bei denen vorher bereits die Diagnosen
eindeutig feststanden. Ein Screening von ,unbekannten” Seren mit den 1gG1- bzw. 1gG3-
ELISA fand nicht statt. Fur diese Entscheidung miife an groleres Patientenkall ektiv nur mit
diesen ELISA auf borrelienspezifische Antikoérper untersucht werden, um dann de
Sengitivitét und Spezifitdt sowohl in Bezug auf die Differenzierung ,, seropasiti v-seronegativ*
als auch auf die Erkennurg von Lyme-Borreli ose-Patienten, zu ermitteln. Dann kdnrie man
die enzelnen Vorgehensweisen vergleichen, undeine Empfehlung zur Vorgehensweise in der
Routinediagnaostik ausgprechen. Da man aber die Spezifitdt bel der Verwendurg des in deser
Studie entwickelten Verfahrens als Zusatzdiagnostikum zu Lasten der Sensitivitét erhdhen
konnte, ist dies ausgehend von @n Ergebnisen der Studie zu empfehlen.
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6. Zusammenfassung

Es wurde in deser Studie en nreues diagnostisches Verfahren in Form zweier
borreli enspezifischer 1gG1-und 1gG3-Subkassen-ELISA (Antigen: Borrelienstamm Pk,) und
deren Auswertung etabliert, um durch mogliche Unterschiede in dem 1gG1- und IgG3-
SubKassenverhdltnis in Bezug zur klinischen Symptomatik einen neuen dagnaostischen
Parameter zu finden. Dabel wurden urtere Nadhweisgrenzen fur die beiden ELISA festgelegt,
mit Hilfe derer eine Differenzierung der seronegativen und seropasitiven Probandengruppen
maoglich war (Sensitivitét 83%; Spezifitét 80%). Weiterhin wurde das diagnaostische Verfahren
durch Bestimmung der Intra- und Inter-Assay-Prazisionen und dr Uberprifung der
Verdinnumgsedtheit auf die Leistungsfahigkeit Uberprift. Es wurden mit den 1gG1- und
IgG3-ELISA 219 Probanden urtersucht, die in drel Gruppen aufgeteillt wurden: die
seropcsitive  Probandengruppe mit  LB-Symptomatik  (n=82), die seropasitive
Probandengruppe ohre LB-Symptomatik (n=62) und de seronegative Probandengruppe
(n=75). Dabel wurden in desen Gruppen nach Syndromen aufgeteilte Untergruppen gebil det
und miteinander verglichen. Alle Probanden wurden mittels 1gG(gesamt)-ELISA oder
Westernblot auf borrelienspezifische Antikorpertiter voruntersucht. Bei den beiden
seropasitiven Probandengruppen wurden 1gG3/1gG1-Quatienten gebildet und miteinander
verglichen. Die Trennurg der beiden seropcsitiven Probandengruppen wurde durch
Bestimmung eines Cut-Off- Wertes méglich, der bei einem Q 1gG3/1gG1 von 1,2 festgesetzt
wurde (Sensitivitét 84% und Spezifitét 74%). Die Gruppe der seropasitiven Probanden mit
LB-Symptomatik wies ggnifikant hohere Q 19G3/IgGl-Werte ds die seropdsitive
Probandengruppe ohre LB-Symptomatik auf (p<0,0003.

Bel 24 Neurobareli osepatienten wurde das 1gG3/IgG1-Verhdltnis tber einen Zeitraum von 1-
21 Monaten beobadtet. In 7% der Félle nahmen de Q 1gG3/1gG1-Werte &.

Bel 40 Probanden (24 seropasitive Probanden mit LB-Symptomatik und 16 seropasitive
Probanden ohre LB-Symptomatik) wurde das 1gG3/IgG1-Verhdtnis nicht nur mit Antigen
des Vertreters des B.burgdorferi Stammes Pk, beschichteten Mikrotiterplatten urtersucht,
sondern auch mit Antigenen dreler anderer B.burgdorferi Stémme: B31, Pka Il und Pbi. Dabei
konne aich bel diesen Untersuchurgen signifikant hohere Q 1gG3/IgG1l-Werte bei der
seropasitiven Probandengruppe mit LB-Symptomatik gegentber den Probanden der

seropasitiven Gruppe ohre LB-Symptomatik ermittelt werden.



Zusammenfassung /Summary 72

Die Ergebniss dieser Studie zeigen, dald es durch Etablierung dieses neuen dagnastischen
Verfahrens erstmalig die Erkennurg von LB-Patienten mit Hilfe serologischer Mittel
gelungen ist.

7. Summary

This gudy establishes a new diagnaostic procedure in the form of two borrelia burgdorferi
spedfic 1gG1- and 1gG3- subgroup-ELISA (antigen: borrelia burgdorferi strain Pkg),
respedively, and their analysis. This was dore to find a new diagnostic parameter via possble
differences in the relation o 1gG1l and 1gG3 subgroups correlated to the dinicd picture.
Lower end detedion levels for both ELISA were determined which allow a differentiation
between seronegative and seropdsitive groups of test persons (sensitivity 83%, spedficity
80%). In addition, the diagnastic procedure was vali dated by determination d intra- and inter-
assy-predsion and by chedking the dil ution validity for performance

A total of 219 test persons were divided into three groups and tested with bah 1gG1- and
IgG3-ELISA: a seropasitive group d test persons with symptoms of Lyme disease (n = 82), a
seropasiti ve groupwithout symptoms of Lyme disease (n = 62), and a seronegative group (n =
75). Within these groups subgroups were established acwrding to syndromes and were
compared. All test persons were pretested for borrelia spedfic antibodes via IgG (total)-
ELISA or Westernblot. For the two seropasitive groups 1gG3/1gGL ratios were caculated and
compared. Differentiation ketween the two seropasitive groups was passhble by establishing a
cut-off-value which was st at an 1gG3/IgG1 ratio of 1,2 (sensitivity 84% and spedficity
74%). The seropdsitive group with symptoms of Lyme disease had a significant higher
1gG3/1gG1 ratio as compared to the seropasiti ve group withou symptoms of Lyme disease (p
<0,000).

For 24 petients with neurobareliosis the IgG3/1gG1 ratio was observed for a period from 1 to
21 months. In 79% of the cases the IgG3/1gG1 value deaeased.

In 40 test persons (24 seropasitive test persons with symptoms of Lyme disease and 16
seropasitive test persons withou symptoms of Lyme disease) the 1gG3/IgG1 ratio was not
only determined by using microtiter dishes coated with antigens of B. burgdorferi strain Pko;
in addition, they were investigated by using antigens of three more B. burgdorferi strains.
B31, Pka Il and Pbi. Here, too, significant higher 1gG3/IgG1l ratios were found when
comparing the seropasitive group with symptoms of Lyme disease with the seropasiti ve group

without symptoms of Lyme disease.
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The results of this study show for the first time the identification of patients with symptoms of

Lyme disease using serological means, viathe establishment of this new diagnostic procedure.
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9. Anhang
9.1 Abkurzungsverzechnis

ACA
B31

Pkall

AODass0650

B.b.
ELISA
EM
GM-CSF

1gG1
19gG2
1gG3
9G4
IHA
IL-1
IL-1B8
IL-2
IL-4
IL-5
IL-6
IL-10
IL-13

Acrodermatiti s chronica drophicans

Borrelia burgdorferi Stamm B31 (Genaspezies B.b. sensu stricto)
Borrelia burgdorferi Stamm Pka (Genaspezies B.b. sensu stricto)
Borrelia burgdorferi Stamm Pk, (Genaspezies B.afzdlii)

Borrelia burgdorferi Stamm Phbi (Genospezies B.garinii)
Mikroliter

optische Dichte der Probe gemessen bei 450 nm

(Referenzwell enlange 650 rm)

Borreliaburgdorferi

Enzyme Linked Immunasorbent Assy

Erythema migrans

Granul ozyten- und M akrophagen-K ol onie-stimmuli erender-Faktor
Immunfluoreszenstest

Immunfluoreszenstest mit Absorbtion duch Treponema phagensis
Immunglobdin A

Immunglobuin D

Immunglobdin E

Immunglobdin G

Immunglobdinsubkasse G1

Immunglobuinsubkasse G2

Immunglobuinsubkasse G3

Immunglobuinsubklasse G4

Immunhémagg utinationstest

Interleukin 1

Interleukin 13

Interleukin 2

Interleukin 4

Interleukin 5

Interleukin 6

Interleukin 10

Interleukin 13
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Abkirzungsverzechnis - Fortsetzung

= |L-IRA Interleukinl-Rezeptor-Antagonist
* INFy Interferron gamma

= LB Lyme-Borreliose

= LCB Lymphadenosis cutis benigna

= LPS Lipopdysacdaride

= MHCII M ajor-Histo-K ompatibilit &s-Komplex 2
= MW Mittelwert

= NB Neurobareliose

= NK Natirliche Kill er-Zellen

= Stabwn Standardabweichurng

= TGF-B T-cdl-growth-facor 3

= TH;-Zdle T-Helferzelle Typ 1

= TH,-Zdle T-Helferzelle Typ 2

= TNFcc Tumor-Nekrose-Faktor
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9.2 Reagenzien bei der Entwicklung der 1gG1- und IgG3-ELISA

*  Probenpufer Proben-Puffer fir Enzygnaost Borreliosis
(Tris-Pufferlésung 0,3 moal/l), enthalt
Ultrasonikat-Antigen aus Treponema
phagedenis, Dade Behring, Marburg

= Laborkontrollen = Menschliches Serum mit Antikdrpern
gegen Borrelia burgdorferi; Borrelien -
Labor Prof. Dr. Wellensiek,
Mikrobiologisches Institut der Justus-
Liebig-Universitdt Gief3en

= Anti-Borrelia-Referenz P/N; Kontroll -

Serum,paositiv fur die IgG-Bestimmung,
Humanserum mit spezifischen
Antikorpern gegen B.burgdorferi, Testkit
Enzygnost Borreliosis, Dade Behring,
Marburg

= Mikrotitergefalie = NobiWell -pNPPBorreliosis (IgG/IgM),
Endingen
» Enzygnost Borreliosis Testplatte, Dade
Behring, Marburg

=  Waschpufer Waschlosung POD (Konzentrat): Tween-
halti ge Phaosphat-Puff erldsung; Phenal (max
1g/l) Testkit ,Enzygnost Borreliosis, Dade
Behring, Marburg

= Detektionsantikorper = MonoKonale Méause - Antikdrper gegen

menschliches 1IgG1 undlgG3 an Biotin
gebuncen, Sigma, St. Louis, USA

= MonoKonale Méuse - Antikdrper gegen
menschliches IgG1 undlgG3, markiert
mit Meerettichperoxidase (HRP), CLB,
Amsterdam, Nr. MH 161-1 ME, MH 163
-1 ME

= MonoKonale Méause Antikorper gegen
menschliches 1IgG1 undlgG3, markiert
mit Meerettichperoxidase,Binding Site,
Birmingham, Nr. MP 003,MP 006
MonoWonale Mause - Antikorper gegen
menschliches 1gG1 undigG3 , markiert
mit Mearettichperoxidase, Southern
Biotedhndogy Assciates, Birmingham
Nr. 921605, 905605

=  Konjugatpuffer Konjugat.Puffer Microbiol.(EDTA 37 mg/l in
Phasphat-Pufferl6sung 0,01 mol/l), Testkit
Enzygnost Borreliosis, Dade Behring,
Marburg
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Reagenzien bel der Entwicklung der 1gG1- und IgG3-ELISA -Fortsetzung

= Substrat

=  Stopdésung

» Puffer/Substrat TMB: Waserstoff peroxid
(ca 0,19g/l) in Natrium-Acetat-
Puff erldsung, Testkit Enzygnost
Borreliosis, Dade Behring, Marburg

= Chromogen TMB: Tetramethylbenzidin-
dihydrochlorid (ca 5g/l), Testkit
Enzygnost Borreliosis, Dade Behring,
Marburg

Stopd6sung POD: 0,5N Schwefel séure,
Testkit Enzygnaost Borreliosis, Dade Behring,
Marburg

9.3 Statistische Auswertungen der Probandendaten

Tabelle 19: Korrelationen nach Speaman zwischen 1gG1-bzw. IgG3-Titern und ém
Symptombeginn kel der seropasiti ven Probandengruppe mit L B-Symptomatik

Titer Symptombeginn
1gG3 Korrel ationskoeffizient 0,202

Sig. (2-seitig) 0,195

N 43
1gG1 Korrel ationskoeffizient 0,095

Sig. (2-seitig) 0,545

N 43
Q19G3/IgG1  |Korrelationskoeffizient 0,127

Sig. (2-seitig) 0,433

N 40

Tabelle 20: Kruskal-Walli s-Test

Signifikanz
1gG3 0,006
1gG1 0,020
Q 1gG3/1gG1 0,803
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Tabelle 21: Korrelationen nach Spearman bei der
seropositiven Probandengruppe mit LB-

Tabelle 22: Mann-Whitney-U-Test bei

der seropositiven Probanden-

Symptomatik gruppe mit LB-Symptomatik
Alter Geschlecht
1gG3 Korrelationskoeffizient | -0,027 1gG3 0,897
Sig. (2-seitig) 0,817 1gG1 0,901
N 82 Q 1gG3/1gG1 0,995
1gG1 Korrelationskoeffizient | -0,042
Sig. (2-saitig) 0,719
N 82
Q 1gG3/1gG1 Korrelationskoeffizient | 0,017
Sig. (2-saitig) 0,890
N 73

Tabelle 23: Korrelationen nach Spearman bei der
seropositive Probandengruppe ohne LB-

Tabelle 24: Mann-Whitney-U-Test
bei der seropositiven

Symptomatik Probandengruppe ohne LB-
Symptomatik

Korrelationen nach Spearman Alter Geschlecht
1gG3 Korrelationskoeffizient | -0,065 1gG3 0,001

Sig. (2-seitig) 0,661 1gG1 0,080

N 62 Q 1gG3/1gG1 0,181
1gG1 Korrelationskoeffizient | -0,318

Sig. (2-saitig) 0,028

N 62
Q 1gG3/IgG1 Korrelationskoeffizient | 0,181

Sig. (2-saitig) 0,284

N 46

Tabelle 25: Korrelationen nach Spearman bei

seronegative Probandengruppe

der

Tabelle 26: Mann-Whitney-U-Test

bei der seronegative

Probandengruppe

Korrelationen nach Spearman Alter Geschlecht
19gG3 Korrelationskoeffizient | -0,024 1gG3 0,153

Sig. (2-seitig) 0,870 1gG1 0,002

N 75 Q 1gG3/1gG1 -
1gG1 Korrelationskoeffizient | -0,204

Sig. (2-saitig) 0,151

N 75
Q 1gG3/IgG1 K orrel ationskoeffizient -

Sig. (2-saitig) -

N 0
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Tabelle 27 : Test auf Normalverteil ung der Probanden (K olmogorov-Smirnov-Test)
Probandengruppe Signifikanz
Geschledht seropasiti ve Probanden mit L B-Symptomatik 0,0001
seropasiti ve Probanden ohre L B-Symptomatik 0,0001
seronegative Probanden 0,0001
Alter seropasiti ve Probanden mit L B-Symptomatik 0,012
seropasiti ve Probanden ohre L B-Symptomatik 0,200
seronegative Probanden 0,003
1gG3 seropasiti ve Probanden mit L B-Symptomatik 0,0001
seropasiti ve Probanden ohre L B-Symptomatik 0,0001
seronegative Probanden 0,0001
1gG1 seropasiti ve Probanden mit L B-Symptomatik 0,0001
seropasiti ve Probanden ohre L B-Symptomatik 0,003
seronegative Probanden 0,0001
Q 1gG3/1gG1 seropasiti ve Probanden mit L B-Symptomatik 0,0001
seropasiti ve Probanden ohre L B-Symptomatik 0,0001
Symptombeginn |seropasiti ve Probanden mit LB-Symptomatik 0,0001
Tabelle 28: Wil coxon-Test
Range N | Mittlerer Rang Rangsumme
Quatient ZP 2 - Quatient ZP 1|Negative Range 6 3,5 21
Positi ve Range 0 0 0
Bindurgen 18
Gesamt 24

Statistik fir diesen Test

Quatient ZP 2 - Quatient ZP 1

Signifikanz (2-seiti Q)

0,014
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