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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Geschichte

Der Name Lyme-Borreliose leitet sich von der amerikanischen Stadt Lyme in Conneticut
ab, in der 1975 mehrere Falle einer ,idiopathischen juvenilen Arthritis* auffielen. Dr. Allen
C. Steere, ein Rheumatologe der Yale University, beschrieb zwei Jahre spater aufgrund
klinischer und epidemiologischer Untersuchungen eine unbekannte Form endemischer
Arthritis namens Lyme-Arthritis (Steere et al., 1977).

Im Jahr 1982 wurden die krankheitserregenden Spirochaten aus Zecken der Gattung
Ixodes ricinus von W. Burgdorfer und seiner Arbeitsgruppe isoliert, als solche erkannt
und folglich nach ihm als Borrelia burgdorferi benannt (Burgdorfer et al., 1982). Die
Isolierung der Erreger fand spater aus dem Blut (Benach et al., 1983), Liquor (Preac-
Mursic et al., 1984) und Hautbiopsien aus mit Erythema chronicum migrans und
Acrodermatitis chronica atrophicans befallenen Arealen (Steere et al., 1984b, Asbrink et
al., 1985) statt. Die erste Beschreibung der Acrodermatitis chronica atrophicans (ACA)
erfolgte durch Buchwald 1883, damals beschrieben als ein ,Fall von diffuser
idiopathischer Haut-Atrophie® (Buchwald 1883). Der Name ACA wurde von Herxheimer
1902 etabliert (Herxheimer et al., 1902). Als erste erfolgreiche Therapie der ACA wurde
die Gabe von Penicillin 1946 indiziert, welche auch die infektiose Ursache der
Erkrankung bekampfte (Svartz, 1946).

Die Assoziation zwischen dem Erythema migrans und einem Zeckenstich wurde zuerst
von Afzelius 1909 auf dem schwedischen Dermatologenkongress prasentiert (Afzelius,
1910). Das Erythema chronicum migrans wurde vier Jahre spater von Lipschitz
beschrieben (Lipschiitz, 1913). Als weiteres Symptom der Frihborreliose wurde die
Lymphadenosis cutis benigna von Béafverstedt 1943 entdeckt und analysiert
(Bafverstedt, 1943). Aufgrund seiner weitreichenden Arbeit wurde das Komplettbild des
Bannwarth-Syndroms mit der lymphozytaren Meningitis, schmerzhaften Radikulitis und
Hirnnervenausfallen zu Ehren des Miinchner Neurologen Bannwarth nach ihm benannt
(Bannwarth, 1941).
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1.2 Erreger der Lyme-Borreliose: Borrelia burgdorferi

Borrelien gehéren zur Familie der Spirochaetaceae in der Ordnung Spirochaetales.
Diese Ordnung wird in zwei Gattungen unterteilt, die Leptospiracae und die
Spirochaetaceae. Von dieser Familie leiten sich die Gattungen Treponema, mit dem
klinisch bekanntesten Beispiel des Erregers der Syphillis (Treponema pallidum), Borrelia

und Christispira, ab.

Vom Erreger der Lyme-Borreliose, Borrelia burgdorferi, wurden in Europa bisher vier
humanpathogene Genospezies entdeckt, darunter Borrelia afzelii, gefolgt von Borrelia
garinii, Borrelia burgdorferi sensu stricto und B. spielmanii. Insgesamt kénnen mithilfe
von molekulargenetischen Untersuchungsmethoden 13 Genospezies von Borrelia
burgdorferi unterschieden werden: Borrelia burgdorferi sensu stricto, Borrelia afzelii,
Borrelia andersonii, Borrelia bissettii, Borrelia japonica, Borrelia garinii, Borrelia
lusitaniae, Borrelia sinica, Borrelia spielmanii, Borrelia tanukii, Borrelia turdae, Borrelia

bavariensis und Borrelia valaisiana.

Borrelia  burgdorferi  sind  mikroaerophile, gramnegative und gewundene
Schraubenbakterien mit einer Amplitude von 2-4 uym. Ihre Lange liegt im Bereich von 8-
30 um und sie haben einen Durchmesser von 0,2-0,3 um (Burgdorfer et al., 1983).
Wegen dieser Charakteristika sind sie mikroskopisch nur im nativen Dunkelfeld
darstellbar. Die Spirochaten werden von einer 2-10 nm dicken, mukoiden
AulRenmembran begrenzt, der eine trilaminare Membran unterliegt. Diese schlief3t den
protoplasmatischen Zylinder ein. Borrelien sind weiterhin durch ihre Endoflagellen
gekennzeichnet, welche im periplasmatischen Raum liegen und an ihrer
gegenilberliegenden Zellmembran haften (Barbour et al., 1986; Wang et al., 2001),
mithilfe dessen sich diese aktiv im Raum bewegen kdnnen. Auf ihrer Oberflache
tragen sie verschiedene Proteine, unter anderem die Outer-surface-Proteine (Osp,
A, B, C, D, E, F), VIsSE (variable major protein-like sequence expressed) und das
60kDa-Antigen, welches ein Hitzeschockprotein ist (Steere, A.C., 2001; Singh et al.,
2004). Die Funktion dieser liegt in der Interaktion mit den Wirtszellen und der
Anpassung der Borrelien auf die verschiedenen Wirtsorganismen (Steere, A.C.,
2001). Sie stellen aber auch Angriffsziele fur das menschliche Immunsystem dar.

Dartber hinaus finden sich im Zellplasma ein lineares Chromosom mit ungefahr

10
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950.000 Nukleotiden, bis zu neun zirkuldre und zwolf lineare Plasmide (Casjens et
al., 2000; Fraser et al., 1997). In den extrachromosomal gelegenen Plasmiden liegen
insbesondere die kodierenden Gene fur die Outer-surface-Proteine. Die Kodierung fur
Outer-surface-Proteine nimmt den grof3ten Teil des Genoms ein, sodass Borrelien nur
wenige Enzyme selbst bilden kénnen, was ihre parasitare Existenz erklart (Singh et al.,
2004).

Bei den humanpathogenen Spezies fallt eine geografische Differenzierung auf: In
Europa werden Krankheitsféalle von den Familien der Borrelia afzelii, Borrelia burgdorferi
sensu stricto, Borrelia garinii, Borrelia spielmanii und Borrelia valaisiana hervorgerufen.
Fur Falle in Nordamerika ist ausschlieBlich Borrelia burgdorferi sensu stricto
verantwortlich. Darliber hinaus assoziieren sich die verschiedenen Borrelien-Spezies mit
unterschiedlichen Symptomen. So bewirkt Borrelia burgdorferi sensu stricto Erythema
migrans und Arthritiden. Ahnlich verursacht Borrelia afzelii im Frihstadium auch
Erythema migrans, 16st jedoch im Spéatstadium die Acrodermatitis chronica atrophicans
aus. Die in Europa typische Spezies Borrelia garinii ruft die Neuroborreliose hervor,
wobei Borrelia spielmanii und Borrelia valaisiana jeweils fur Erythema migrans
verantwortlich sind (Richter et al., 2004, Wang et al., 1997). Aufgrund der
unterschiedlichen membranstandigen Lipoproteine, der sogenannten Outer-surface-
Proteine (Osp), kdnnen die Borrelien-Stamme in sieben OspA- und 13 OspC-Serotypen
unterteilt werden (Barbour et al., 1984; Wilske et al., 1988), wobei alle Subspezies als
Borrelia burgdorferi sensu lato (Wang et al., 1999) oder Borrelia-burgdorferi-Komplex

zusammengefasst werden.

Die verschiedenen Spezies sind zudem fiir unterschiedliche klinische Manifestationen
der Lyme-Borreliose verantwortlich. Die flr den nordamerikanischen Raum typische
Spezies B. burgdorferi sensu stricto ist mit der Arthritis und Neuroborreliose assoziiert,
wobei die neurologische Manifestation der Borreliose auch von B. garinii hervorgerufen
wird (Balmelli und Piffaretti, 1995). B. afzelii wird geh&uft bei Hautmanifestation gefunden
(Wienecke, 1993; Strle, 1995).

1.3 Vektoren und Infektionswege

Die Borreliose ist eine Zoonose, die durch Zecken der Gattung Ixodes (Schildzecken)

vom Tier auf den Menschen Ubertragen wird. Im Fall der Borreliose gehéren zu den
11
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wichtigsten Vertretern dieser Gattung die Spezies I. ricinus (gemeiner Holzbock), I.
scapularis (Hirschzecke), I. persulcatus und I. pacificus (Singh et al., 2004). In Europa
sind hauptséachlich 1. ricinus und in Nordamerika I. scapularis vorhanden. Spirochéaten
wurden auch in der Hundezecke Dermacentor variablis und Amblyomma americanum
gefunden (Anderson et al., 1985; Schulze et al., 1984), jedoch gab es noch keine Félle
einer Ubertragung auf den Menschen. Mause und andere Nagetiere bilden das
Erregerreservoir der Borrelien, da diese in ihnen auch jahrelang Uberleben kdnnen.
Dabei ist es moglich, dass Vogel die infizierten Schildzecken in andere Regionen
verschleppen, wobei Tiere in entfernteren Orten infiziert werden kdnnen (Anderson et
al., 1986).

Die Entwicklung der Zecke unterteilt sich in vier Stadien: dem Ei-, Larven-, Nymphen-
und adulten Stadium. Die Lebenserwartung liegt bei etwa zwei Jahren, wobei in jedem
Stadium jeweils einmal Blut gesaugt wird (Singh et al., 2004). Wahrend dieser
Blutmabhlzeiten infiziert sich die Schildzecke mit den Borrelien. Die Spirochaten verweilen
im Mitteldarm des Wirts, bis sie bei dem néchsten Saugakt den Darm penetrieren und

zur Speicheldriise wandern.

Hierbei gibt es flur die parasitare Aktivitat zwei Hauptphasen im Jahr: Frihjahr (April-Mai)
und Herbst (August-Oktober). lhre Opfer findet die Zecke mithilfe des Haller'schen
Sinnesorgans, das den Wirt Uber thermische (Hautwdrme), mechanische
(Erschitterungen) und chemische Reize (CO2 in der Atemluft und Buttersaure im
Schweil} des Wirtes) detektiert. Beim Stechen hakt sich die Zecke mit ihrem Hypostom,
welches Widerhaken enthélt, und einer zementartigen Substanz in der Haut fest. Der
Speichel der  Zecken beinhaltet anasthesierende, entzindungs- und
blutgerinnungshemmende Inhaltsstoffe (Ribeiro et al., 1985, 1990; Ribeiro, 1987),

welche den Stich anfangs unbemerkt lassen.

Fur die Infektion des Menschen mit Borrelien sind besonders die Nymphen
verantwortlich. Obwohl die Nymphen mit einer Durchseuchungsrate von circa 13 %
weniger betroffen sind als die adulten Zecken mit 22-35 % (Strle et al., 1995), sind sie
besonders im Frihjahr und im Sommer aktiv, Jahreszeiten, zu denen sich die Menschen
oft im Freien und in Waldgebieten aufhalten (Hengge et al., 2003). Zudem werden ihre
Bisse aufgrund der geringeren Grol3e der Nymphen nicht so oft wahrgenommen
(Hengge et al., 2003).
Die Ubertragung der Borrelien findet wahrend des Saugakts statt, wobei die Spirochaten
vom Darm der Zecke zur Speicheldrise wandern missen. Dieser Prozess dauert an,
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sodass sie Uber den Speichel nach 1-3 Tagen (Burgdorfer et al., 1988, 1991) in den
menschlichen Kérper gelangen. Die Entfernung der Zecke sollte deshalb innerhalb der
ersten zwolf Stunden erfolgen (Singh et al., 2004). Ein alternativer Weg der Ubertragung,
bei langerer Saugzeit (3-7 Tage), ist die Regurgitation, bei der die Bakterien aus dem
Darm direkt Ubertragen werden (Piesmann et al., 1987; Duray, 1989; Burgdorfer et al.,
1988, 1991).

1.4 Epidemiologie

Die Lyme-Borreliose ist die haufigste durch Zecken Ubertragbare Krankheit in der
ndrdlichen Hemisphére (Linemann und Krause 2004), kommt jedoch nicht in der
Sudhalbkugel vor (Hengge et al., 2003; Wilske und Fingerle, 2005). Da die Infektionsrate
mit dem Vorkommen der Vektoren assoziiert ist, sind die Schwerpunkte in Europa die
Waldgebiete Deutschlands, Skandinaviens, Osterreichs, Sloweniens und Schwedens
(Hengge et al., 2003). Die am starksten betroffenen Gebiete in Nordamerika sind im
Nordosten (Maine bis Maryland), im mittleren Westen (Minnesota und Wisconsin) und
an der Westkuste (Kalifornien und Oregon). Grund fir diese Verteilung ist die Existenz
von Ixodes scapularis im Osten und mittleren Westen und Ixodes pacificus im Westen
der Staaten (Pavia, 2003).

In Europa wird die Inzidenz auf 50-150/100.000 Einwohner angegeben, wobei es, wie
erwahnt, regionale Unterschiede gibt (Berglund et al., 1995; Hofmann, 2005). Erhthte
Inzidenzen wurden bei bevolkerungsbezogenen Studien in verschiedenen Regionen
beobachtet: 8 % in Berlin (Lange, 1993), in Bayern 15 % (Reimer et al.,1999) und in
Baden-Wirttemberg 16,9 % (Hassler et al., 1992). Da es in Deutschland eine
Meldepflicht fir Diagnosen der Lyme-Borreliose nur in Bayern, Berlin, Rheinland-Pfalz,
dem Saarland und den neuen Bundeslandern gibt, existieren nur wenige
epidemiologische Daten beziglich der Inzidenz. 0,5 % der deutschen Bevélkerung
infizieren sich jedes Jahr neu (Huppertz et al., 1999; Reimers et al., 1992), wobei diese
Rate bei Personen, die sich haufig in Waldgebieten aufhalten, wie z. B. Forstarbeiter und
Orientierungslaufer, bei 1,5-2 % liegt (Fahrer et al., 1991; Hofmann, 1991; Reimer et al.,
1999). Jedoch ist eine erhohte Exposition nicht fur ein hoheres Erkrankungsrisiko

verantwortlich (Hofmann 1991; Reimer et al., 2002).
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1.5 Klinik

In Europa gilt die Lyme-Borreliose als die haufigste von den Schildzecken Ixodes ricinus
Ubertragene Infektionserkrankung. Aufgrund der verschiedenen
Krankheitsmanifestationen kann die Lyme-Borreliose in unterschiedliche Stadien
eingeteilt werden (Asbrink und Hovmark, 1988, Steere et al., 1984a, Steere, 1989). Die
Patienten konnen symptomfreie Intervalle, aber auch durchgehende Ubergange
zwischen den verschiedenen Stadien aufweisen. Sie kann grob in eine
Frihmanifestation (lokalisierte Frihinfektion und disseminierte Fruhinfektion) und eine
Spatmanifestation (Spatstadium mit Organmanifestation) unterteilt werden. Haufig fallt
die Infektion zuerst durch eine topische R&tung mit zentraler Blasse auf, die als
Erythema migrans bezeichnet wird. Jedoch begrenzt sich die Infektion nicht nur auf die
Haut, sodass die Borrelien sich unter anderem auch in die Gelenke und in das zentrale
und das periphere Nervensystem ausbreiten konnen. Das Spektrum der klinischen
Symptomatik ist somit sehr breit (Fahrer et al., 1988; Nohlmans et al., 1991), wobei auch
viele Borreliosefalle klinisch asymptomatisch und dadurch unerkannt bleiben (Huppertz,
2001).

Tabelle 1.5-1: Klinisches Spektrum der Lyme-Borreliose

Lokalisierte Fruhinfektion ¢ Allgemeinsymptome: Kopfschmerzen,
Mudigkeit, Grippesymptomatik, Fieber,
Arthralgien, Myalgien, regionale,
generalisierte Lymphadenopathie

e Erythema migrans (EM)

e Lymphadenosis benigna cutis

Disseminierte Frihinfektion e Multiple Erythemata migrantia (MEM)
¢ Meningo-Radikulo-Neuritis-Bannwarth
e Uveitis, Chorioretinitis

e Endo-/Myo-/Perikarditis

Spéatstadium mit ¢ Neuroborreliose

Organmanifestationen e Acrodermatitis chronica atrophicans

e Lyme-Arthritis
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1.5.1 Lokalisierte Frihinfektion

1.5.1.1 Erythema (chronicum) migrans

Das Erythema (chronicum) migrans ist oft das erste Symptom einer Borrelieninfektion
und tritt bei 13-72 % der Borreliose-Erkrankten auf (Petersen et al., 1989; Wilske et al.,
1989), kann sich jedoch bei 25 % der Infizierten im Frihstadium auch nicht ausbilden
(Nadelman et al., 1998). Nach einer Inkubationszeit von 3-20 Tagen bildet sich an der
Stelle des Zeckenstichs eine rote Papel, die sich im Verlauf zu einer scharf begrenzten
Ro6tung mit zentraler Blasse und zentrifugaler Ausbreitung verandert, wobei als Maf3stab
ein Durchmesser von mindestens 5 cm gesetzt wird (Hofmann 2009). Begleitende
Symptome wie lokale Hyperthermie, Kribbelparasthesien, Pruritus und brennende
Schmerzen konnen ebenfalls auftreten. Meistens wird das EM von Fieber (39 %),
Fatigue (54 %), Kopfschmerzen (42 %), Arthralgien (44 %), Myalgien (44 %) und
regionaler Lymphadenopathie (23 %) begleitet (Singh et al., 2004). Diese Symptome
sind jedoch kein Anzeichen fiir eine Dissemination der Borrelien im Kérper (Mullegger,
2004). Das wichtigste Kriterium fiir die Diagnose eines EM ist auch heutzutage noch das
klinische Bild (Wilske et al., 2000). In vielen Fallen verschwindet das Erythema migrans
ohne Therapie nach 3-4 Wochen, kann sich jedoch an derselben oder an anderen
Stellen wieder bilden (Schwarzenbach et al., 1999). Bleibt das Erythem ohne Therapie
Uber vier Wochen bestehen, so bezeichnet man es als Erythema chronicum migrans
(ECM) (Hofmann 1991).

1.5.1.2 Lymphadenosis benigna cutis

Die Lymphadenosis benigna cutis beschreibt sich als 2-4 cm grofRe, nodulére
Hautveranderung, die besonders am Ohrlappchen, den Mamillen und der Genitalregion
zu finden ist. Sie bildet sich in den ersten beiden Monaten der Infektion aus, wird aber
nur bei 2% der Patienten beobachtet (Huppertz, 1999). Sie ist die Folge einer
Uberreaktion von B- und T-Zellen auf Borrelienantigene, wobei im histologischen Schnitt
eine dichte Infiltration von Histiozyten und Lymphozyten beschrieben wird. In diesen
Pseudolymphomen koénnen B. burgdorferi sensu lato, B. afzelii (Hovmark et al., 1986),

B- und T-Lymphozyten nachgewiesen werden.
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1.5.2 Disseminierte Fruhinfektion

Als disseminierte Frihinfektion wird das zweite Stadium der Lyme-Borreliose
bezeichnet, das sich bei h&matogener Aussaat hauptsachlich in der Haut und im
Nervensystem ausbildet. Zeichen dieses Stadiums fallen Wochen bis Monate nach dem
Zeckenstich auf (Nau et al., 2009). Charakteristisch fiir die frlhe Neuroborreliose ist die
Meningo-Radikulo-Neuritis Bannwarth, bei der sich die peripheren Nerven, deren
Wurzeln und auch Gehirnnerven schmerzhaft entziinden. Besonders betroffen sind der
Schultergiirtel und Lumbalbereich mit Ausstrahlung in die jeweiligen Extremitaten.
Wolfgang Kristoferitsch wies in seiner Arbeit ,Neurological manifestations of Lyme
borreliosis“ darauf hin, dass beim Stich in die untere Extremitat die zugehdérigen
ipsilateralen Nervenwurzeln besonders gefahrdet sind (Kristoferitsch, 1991). Neben den
radikulitischen ~ Schmerzen sind bei 30-50% aller Patienten zusatzliche
Hirnnervenausfadlle nachweisbar (Oschmann et al., 1998). Die disseminierte
Frahinfektion ist weiterhin gekennzeichnet durch ein allgemeines Krankheitsgefiihl mit
leichtem Fieber, Muskel- und Gelenkschmerzen.

DarlUber hinaus kann die Disseminierung durch multiple Erythemata migrantia (MEM),

am Korper verteilt, auffallen.

1.5.3 Spatstadium mit Organmanifestationen

Das dritte Stadium, das der Spatinfektion, tritt gewdhnlich Monate bis Jahre nach der
Ansteckung auf (Nau et al., 2009). Typische Erkrankungen fir dieses Stadium umfassen

die Neuroborreliose, die Acrodermatitis chronica atrophicans und die Lyme-Arthritis.

1.5.3.1 Neuroborreliose

Die Definition der Neuroborreliose beinhaltet mehrere Krankheitsbilder, die von eher
milderen Symptomen wie Kopfschmerzen, leichteren kognitiven Beeintrachtigungen
(Lyme-Enzephalopathie), Mudigkeit, Radikulitiden und Neuralgien (Halperin et al., 1987,
1989; Logigian et al., 1990, 1992) bis hin zu schwerwiegenderen wie zum Beispiel der
chronischen Enzephalomyelitis mit Paresenerscheinungen, psychischen
Veranderungen oder Demenz (Kristoferitsch, 1991, Pfister et al., 2006) reichen. Darlber

hinaus kdnnen auch die Hirnnerven betroffen sein, unter anderem der N. abducens, N.
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opticus, N. oculomotorius, N. trochlearis, N. trigeminus, die Hirnnerven IX-XIl und
seltener der N. vestibulocohlearis. Es gibt Hinweise auf geografische Unterschiede
bezlglich des Auftretens von isolierten Polyneuropathien ohne weitere typische
Symptome der Lyme-Borreliose zwischen den USA und Europa. Dabei wurden diese bei
amerikanischen Patienten nachgewiesen, konnten bei européischen Patienten aber
nicht beobachtet werden (Halperin et al., 1990; Logigian et al., 1999). In den meisten
Féllen treten alle genannten Symptome isoliert auf, wobei auch Falle kombinierten
Bestehens mdoglich sind. Die Polyneuritis/Polyradikulitis ist bei europaischen Patienten
sehr oft mit der kutanen Manifestation der Borrelieninfektion namens Acrodermatitis
chronica atrophicans (ACA) assoziiert (Hopf, 1975).

1.5.3.2 Acrodermatitis chronica atrophicans

Die Acrodermatitis chronica atrophicans, die bekannteste kutane Manifestation der
Spéatborreliose, wurde zum ersten Mal 1902 von Herxheimer und Hartmann beschrieben.
Sie stellt sich als 6dematdse, entzindliche Schwellung mit rétlichen Verfarbungen der
Haut dar, insbesondere an einseitigen Stellen der distalen Streckseiten der Extremitaten,
jedoch ist auch eine Manifestation beidseitig oder auch im Gesicht moglich (Hofmann,
2005). Die befallene Haut kann im spateren Verlauf atrophisch dinner werden, wobei
die Behaarung und livide Verfarbung langsam verschwinden. Aufgrund des klinischen
Bildes kann die ACA oft mit Lupus erythematodes, Altersatrophie der Haut, Akrozyanose
oder chonisch venoéser Insuffizienz verwechselt werden. Histologisch fallen neben der
Epidermis- und Bindegewebsatrophie ein perivaskulares, plasmazellreiches Infiltrat und
juxtaartikulare fibroide Knoétchen auf (Hofmann, 2005). Bei 50 % der Patienten wird
zudem eine zusatzliche periphere Neuropathie beobachtet, die von Parasthesien,
brennenden Schmerzen, insbesondere nachts, Arthralgien und Pruritus gekennzeichnet
ist (Kristoferitsch et al., 1988). In Nordamerika werden bei Borrelioseinfektionen keine
Falle von ACA beobachtet, eine Tatsache, die mit der Assoziation von manchen
Borrelien-Subspezies mit bestimmten Symptomen zusammenhéngt. In diesem Fall
wurde eine Verbindung zwischen der Subspezies Borrelia afzelii (OspA-Serotyp 2) und
der Acrodermatitis chronica atrophicans entdeckt (Canica et al., 1993; Wilske et al.,
1993).
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1.5.3.3 Lyme-Arthritis

Bei der Lyme-Arthritis handelt es sich um eine Mono- oder Oligoarthritis, die sich
bevorzugt an dem Kniegelenk und anderen grof3en Gelenken der Extremitaten
manifestiert und in Schiben verlauft. Falle, bei denen die Entzindung das
Temporomandibulargelenk betraf, sind ebenfalls beschrieben worden (Wilske et
Fingerle, 2005). Die Gelenke zeigen sich geschwollen, Gberwéarmt und werden meistens
von Schmerzen geringer Intensitat betroffen. In Deutschland sind 8-10 % der
Borreliosekranken von der Lyme-Arthritis betroffen (Herzer, 1988), wohingegen in den
USA vor 20 Jahren 60 % und heutzutage weniger als 10 % diese Symptome aufweisen.
Der signifikante Riickgang dieser Inzidenz ist wahrscheinlich mit der friiheren Erkennung
und Therapie der Lyme-Borreliose zu erklaren (Wormser et al., 2006). Bemerkenswert
ist die Tatsache, dass bis zu 90 % der Lyme-Arthritiden nach erfolgter antibiotischer
Therapie ausheilen (Christen et al., 1993; Herzer, 1991; Herzer et al., 1986), wobei die
Symptome bei den Ubrigen 10 % persistieren und Immunreaktionen in der Synovia als
Folge haben. Steere beschrieb in seiner Arbeit 1990 einen Zusammenhang zwischen
den HLA-Subtypen DR2 oder DR4 und der Auspragung einer therapierefraktaren Lyme-
Arthritis (Steere et al., 1990).

1.6 Diagnostik

Die Diagnose der Lyme-Borreliose wird mithilfe des klinischen Bildes und verschiedener
direkter und indirekter Laboruntersuchungen gestellt. Zu den momentan etablierten
direkten Nachweisverfahren gehéren die Kultur und die Polymerasekettenreaktion
(PCR) und zu den indirekten Nachweisverfahren der Antikdrpernachweis mittels ELISA
und Westernblot. Fur diese Tests kdnnen verschiedene Patientenmaterialien genutzt
werden, unter anderem Haut-, Plasma-, Liquorproben sowie auch Gelenkfliissigkeit und

Synovialgewebe.

1.6.1 Direkter Erregernachweis

B. burgdorferi kann direkt durch Anzucht nachgewiesen werden, auch wenn diese

Methode wegen des hohen Aufwandes, der langen Nachweiszeit und der hohen Kosten
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selten angewendet wird. Die Kultur erfolgt auf BSK-Medium (Barbour-Stoenner-Kelly)
(Kelly, 1971; Stoenner et al., 1982;

Barbour et al., 1984), weshalb ein Zeitraum von drei Tagen (Mitchell et al., 1993) bis
mehreren Monaten (Schwartz et al.,, 1993) bendétigt wird. Die Anzucht erfolgt
optimalerweise aus Hautbiopsien oder ACA-Lasion (Picken et al., 1998; Asbrink und
Hovmark, 1985; Zore et al., 2002) bei 32°C mit einem antimykotischen und
antibiotischen Zusatz, um Verféalschungen durch die Standardflora zu vermeiden (Berger
et al., 1992; Kuiper et al., 1994). Auller den genannten Materialien kdnnen auch
Plasma-, Liquorproben und Gelenkflissigkeit als Kulturquelle genutzt werden, wobei die
besten Detektionsraten mit 50-70 % bei Proben aus der Haut und ACA-L&sionen
bestehen. Die nachsthohere Detektionsrate (10-30 %) besteht bei Liquorproben von
Patienten mit Neuroborreliose oder Bannwarth-Syndrom (Wilske und Fingerle 2005;
Pfister und Rupprecht, 2006; Nau, Christen und Eiffert, 2009). Die hdchste Sensitivitat
besitzt der Erregernachweis im Frihstadium der Lyme-Borreliose (57-86 %), weshalb er
auch zuverlassige Ergebnisse bei atypischem Erythema migrans bieten kann (Feder et
al., 2006; Steere, 2001; Singh et al., 2004; Hengge et al., 2003; Wilske et al., 2005). In
allen anderen Fallen und Stadien liegt die Sensitivitat fir Hautbiopsien bei 30-70 %
(Asbrink et al., 1985) und fiir Liquor erreicht sie nicht die 5 % (Karlsson et al., 1990).
Eine negative Kultur stellt somit keine definitive negative Diagnose dar, weshalb andere

Methoden zur Sicherung angewendet werden miissen.

Die zweite Methode des direkten Erregernachweises ist die Polymerasekettenreaktion
(PCR). Bei dieser kann Borrelien-DNA aus Hautbiopsaten und Gelenkpunktaten
nachgewiesen werden. Die Sensitivitat dieser Nachweismethode ist bei friilhen Stadien
der Infektion mit 88 % hoher als bei der Kultur, nimmt jedoch mit dem Verlauf der
Krankheit stetig ab (Brettschneider et al., 1998; Schwartz et al., 1992). Kritik an der PCR
ist dahingehend auszudrticken, dass nur die DNA der Borrelien und nicht der Erreger an
sich nachgewiesen wird, sodass auch nach erfolgreicher Therapie ein positives Ergebnis

vorliegen kann (Frossard et al., 1999).

1.6.2 Indirekter Erregernachweis

In der Routinediagnostik werden hauptsachlich zwei Verfahren zur Detektion von
Antikbrpern eingesetzt: Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) und
Westernblot. Diese serologischen Tests messen die IgG- und IgM-Antikorper in den

Kaorperflissigkeiten der Patienten und kénnen somit nur indirekt wiedergeben, ob es eine
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Infektion gegeben hat oder diese weiterhin besteht. Dieses System wurde in Europa vom
Mikrobiologisch-Infektiologischen Qualitatsstandard 12 (MIQ 12) und in den USA vom
Center for Disease Control (CDC) festgelegt (CDC 1994; Wilske et al., 2000).

Beim ELISA werden auf einer Mikrotiterplatte das Patientenserum mit
Antigenhomogenat gemischt, welche einen Antigen-Antikdrper-Komplex als Ergebnis
haben. Durch Zusatz von enzymmarkiertem Anti-human-lgG und -IgM entsteht ein

Substrat, das einen photometrisch messbaren Farbumschlag aufweist.

Das Prinzip des Westernblots liegt in der elektrophoretischen Auftrennung
verschiedener Proteinfraktionen und Ubertragung dieser auf eine
Nitrozelluloseacetatfolie. Dabei werden fertig hergestellte Teststreifen eingesetzt, die mit
dem Patientenserum, das die gesuchten Antikérper enthalt, beimpft werden. Die IgG-
oder IgM-Antikodrper binden an ihren entsprechenden (auf dem Immunaoblot befindlichen)
Borrelienproteinen. Im nachsten Schritt werden enzymgekoppelte Anti-human-1gG oder
-lgM und ein enzymspezifisches Substrat hinzugefiigt, sodass der ganze
Antikdrperkomplex angeféarbt wird. Die dadurch entstehenden Banden stehen mit ihrer

Dicke quantitativ fir die Antikdrpermenge im Patientenserum.

Das Testverfahren ist als doppelstufiges System aufgebaut (Wilske et al., 2000), bei dem
zuerst ein ELISA als Suchtest eingesetzt wird (Krause et al., 2005; Lencakova et al.,
2008). Bei positivem oder grenzwertigem Ergebnis wird als zweite Stufe ein Westernblot
als Bestatigungstest durchgefiihrt (Wormser 2006; Pfister et al., 2006). Weniger von
praktischer, aber eher von historischer Bedeutung ist der Immunfluoreszenz-Test (IFT),
der anstelle des ELISA eingesetzt (Barbour, 1988), jedoch wegen der simpleren
Durchfiihrung und der hoheren Sensitivitdét von der zweiten Methode ersetzt wurde
(Pavia, 2003; Lencakova et al.,, 2008). Bei einem negativen Suchtest wird der
Bestatigungstest nicht durchgefihrt, da eine Borreliose mit dem ELISA schon
ausgeschlossen werden kann. Hierbei muss man aber auch die Moglichkeit einer sehr
frihen Infektion in Betracht ziehen, da bei einer solchen noch keine Antikérper gebildet
sind und der Test somit negativ ausfallt. Erst durch einen Anstieg der IgM-Antikrper
unter Antibiose lassen sich solche Phasen der Infektion mit den genannten Methoden

nachweisen (Hofmann, 1996).

Ein ELISA wird dann als falsch-positiv gewertet, wenn der folgende Westernblot negativ
ausfallt (Hengge et al., 2003) und der Bestatigungstest eine Spezifitat von tber 95 %
aufweisen kann (WlIske et al., 2005). Ein Grund fiir falsch-positive Ergebnisse sind oft
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andere Infektionserkrankungen, wie z.B. Lues oder Rickfallfieber und
Autoimmunerkrankungen, sodass diese in Betracht gezogen werden mussen (Wilske et
al., 1990). Mit spaterem Verlauf der Infektion steigt auch die Rate der positiv
nachweisbaren Falle: So machen die positiven serologischen Befunde im Stadium | der
Lyme-Borreliose 20-60 % (Berg et al., 1991), im zweiten Stadium 70-90 % und im
Stadium Il 90-100 % aus (Wilske et al., 1990).

Bei der Entwicklung des ELISA werden besonders Borrelienstamme genutzt, die die
Antigene DbpA und OspC exprimieren. Diese sind bei der IgG- und IgM-Immunantwort
die immundominantesten Epitope (Wilske et al., 2000). Im Gegensatz dazu werden beim
Westernblot Ganzzell-Lysate oder rekombinante Antigene eingesetzt. Momentan
werden in den Klinisch etablierten Immunoblots die folgenden Antigene untersucht: VISE
(Variable major protein (VMP) like sequence Expressed), p83/100 (Protein der
Membranvesikel), p58, p41, p43, p39/BmpA (Borrelia membrane protein), p30, OspC
(Outer surface protein), p21, Ospl7/DbpA und pl4. Schulte-Spechtel und Goettner
wiesen in ihren Arbeiten 2003 und 2005 nach, dass die Antigene VISE und DbpA eine
besondere Signifikanz beim Antikdrpernachweis besitzen (Schulte-Spechtel, 2005;
Goettner, 2005).

Theoretisch kann man, basierend auf dem Ergebnis der Tests, zwischen einer
FrUhinfektion und einer Seronarbe unterscheiden (Hofmann, 1992). Ein positives
Ergebnis auf IgM-Antikdrper ohne eine zusatzliche IgG-Erhdéhung kann fir eine frische
Primarinfektion sprechen, wobei eine IgM-Erhdhung in spéateren Stadien eher eine
Reaktivierung einer latenten Infektion beschreibt. Das Vorhandensein spezifischer 1gG-
Antikorper basiert fast immer auf einer Immunantwort. Dabei steigt die Produktion mit
der Dauer der Infektion an und ist selbst nach Therapie und langerer Zeit in kleiner

Konzentration nachweisbar, dieses wird als Seronarbe beschrieben.

In Europa besteht eine grolRe Heterogenitat bei den Borrelienspezies und ihren
Oberflachenantigenen, was ein Problem fir den Antikbrpernachweis darstellt.
Insbesondere fur DbpA und OspC liegen nur jeweils 40-44 % und 54-68 % identische

Aminosauresequenzen vor (Wilske, 2005).

1.7 Therapie

Die Wahl der Therapie bei bestatigter Lyme-Borreliose héngt von der klinischen

Manifestationsform, dem Stadium der Infektion und dem Alter des Patienten ab. Dabei
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bilden die 2009 geschriebenen Leitlinien der Deutschen Dermatologischen Gesellschaft
(DDG) die Basis der Therapiewahl in Deutschland. Bisher existiert kein internationaler
Konsens bezlglich der Therapiewahl und -dauer, sodass weiterhin regionale

Unterschiede in anderen Landern bestehen.

Im Frihstadium der Infektion wird erwachsenen Personen als Therapie der Wahl
Doxycyclin 2 x 100 mg oder 1 x 200 mg p.o. Uber einen Zeitraum von 10-14 Tagen
verabreicht. Als Alternativpraparate stehen Amoxicillin in Dosis von 3 x 500-1000 mg
fur 14 Tage, Cefuroximaxetil 2 x 500 mg fur 14 Tage und Azithromycin 2 x 250 mg fur
5-10 Tage zur Wahl (Hofmann, 2016).

Bei Spatmanifestationen ohne neurologische Symptome wird hauptsachlich Doxycyclin
2 x 100 mg, 1 x 200 mg oder Amoxicillin 3 x 500-1000 mg fur jeweils 30 Tage eingesetzt
(Hofmann, 2016). Liegen solche vor, greift man zu Penicillin G 4 x 5 MIO IE i.v. fur 14-
21 Tage, Ceftriaxon 1 x 2 g i.v. fur 14-21 Tage oder Cefotaxim 3 x 2 g fur 14-21 Tage
(Hofmann, 2016). Der Einsatz dieser Antibiotika empfiehlt sich jedoch nicht fur einen
langeren Zeitraum als vorgegeben, da in solchen Fallen kein hdherer Therapieerfolg

vorliegt, sondern nur ein Anstieg der Nebenwirkungen.

Es ist moglich, dass sich die Symptome der Infektion in den ersten 24 Stunden nach
Therapiebeginn verstarken oder weitere Allgemeinsymptome, wie z.B. Fieber,
hinzukommen. Grund dafiir ist die Jarisch-Herxheimer-Reaktion, die wegen des raschen
Zerfalls der Borrelien und Ausschittung ihres Zellinhalts hervorgerufen wird. Die
Labordiagnostik stellt dabei kein Kriterium fir den Therapieerfolg dar, dieser wird anhand
des klinischen Bildes und Befindens des Patienten beurteilt. Bis heute sind noch keine
Erregerresistenzen gegenuber den Antibiotika entdeckt worden, was fir die guten

Therapieergebnisse spricht.

Der Erfolg der antibiotischen Therapie ist insgesamt sehr gut, insbesondere in der
Frihphase, sodass es selten zu Riickféllen kommt (Gerber et al., 1996; Nau et al., 2009).
Eine erstmalige Infektion stellt keinen Schutz vor einer Reinfektion dar, da kein
immunologisches Gedéachtnis gebildet wird, sodass bei erneutem Stich und klinischer
Symptomatik von einer erneuten Infektion ausgegangen werden kann. Ein fehlender
Therapieerfolg liegt in den meisten Féllen bei fehlender Compliance des Patienten oder

fehlerhafter Einnahme der Antibiotika vor.
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1.7.1 Therapieempfehlungen bei Lyme-Borreliose

Antibiotikum | Erwachsene | Kinder Dauer
Dosis/Tag Dosis/kg
KG/Tag
Lokalisierte Doxycyclin 2 x 100 mg Ab9.Lj. 4 10-14
Frihmanifestationen: oder mg Tage
solitéres Erythema 1 x 200 mg (maximal
migrans, Erythema o 200 m
chronicum p-O- 9
migrans
Amoxicillin 3 x 500-1000 | 50 mg p.o. 14 Tage
mg p.o.
Cefuroximaxetil | 2 x 500 mg 30 mg p.o. 14 Tage
p.o.
Azithromycin 2 x 250 mg 5-10 mg p.o. | 5-10
p.o. Tage
Disseminierte Doxycyclin 2 x 100 mg Ab9.Lj. 4 14-21
Frihmanifestationen: oder mg Tage
multiple Erythemata 1 x 200 mg (maximal
m@grantia, Erythema p.0. 200 mg)
migrans mit
grippeartigen Amoxicillin 3 x 500-1000 | 50 mg p.o. 14-21
Allgemeinsymptomen,
Borrelien- mg p-o. Tage
Lymphozytom (solitéar | Cefuroximaxetil | 2 x 500 mg | 30 mg p.o. 14-21
und disseminiert) p.0. Tage
Azithromycin 2 x 250mg | 5-10 mg p.o. | 5-10
p.o. Tage
Spatmanifestationen: | Penicillin G 4 x 5 Mio. IE | 200-500 000 | 14-21
Acrodermatitis V- 1= B el
chronica atrophicans | Ceftriaxon 1x2gi.v. 50 mg i.v. 14-21
(6dematds- T
infiltratives und age
atrophes Stadium) Cefotaxim 3x2gi.v. 100 mgi.v. | 14-21
mit neurologischer
Tage
Symptomatik
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Spatmanifestationen: | Doxycyclin 2 x 100 mg Ab9.Lj. 4 30 Tage
Acrodermatitis 1 x200mg my _
chronica atrophicans p.o. (maximal
(6dematds-
infiltratives und 200 mg)
atrophes Stadium)
ohne neurologische
Symptome
Amoxicillin 3 x 500-|50mg 30 Tage
1000 mg p.o.

Tabelle 1.7.1-1: nach Hofmann (2016). ,,Kutane Lyme Borreliose®“. AWMF-Register Nr.
013/044 Klasse: S2k
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2 Zielsetzung

Diese Arbeit hat folgende Ziele:

1. Entwicklung einer neuen diagnostischen Methode zur Detektion von

Borellienantikorpern:

Der SERION Multianalyt™ Borrelia burgdorferi IgG und IgM soll die Nachteile der
bisherigen Diagnosemethoden bei der Analyse der Borrelienantikbrpern
beheben. Unter anderem ist mit den etablierten Tests eine Quantifizierung der
Antikdrpertiter nicht moglich. Mittels des Immunoblots lassen sich nur qualitative
Resultate im Rahmen eines positiven, grenzwertigen oder negativen
Ergebnisses erreichen. Aufgrund dessen ist eine exakte Verlaufskontrolle der
Antikorpertiter hiermit nicht durchfiihrbar. Der SERION Multianalyt™ Borrelia
burgdorferi IgG und IgM ist ein quantitativer Fluoreszenzimmunoassay, womit
exakte mengenmaRige Antikorpertiter aufgezeichnet werden kénnen. Somit kann
auch eine Verlaufskontrolle mittels der Antikbrperwerte registriert werden. Diese
Arbeit dient zur Bewertung und Weiterentwicklung dieser neuen diagnostischen
Methode.

2. Durchfuhrbarkeit des SERION Multianalyt™ Borrelia burgdorferi IgG und IgM:
Als neue in-vitro-diagnostische Methode zum Nachweis von humanen
Antikdrpern gegen Borrelia burgdorferi mithilfe der FACS-Technologie sollte die
Umsetzung dieses Tests in Laborbedingungen beurteilt werden.

3. Prazision des SERION Multianalyt™ Borrelia burgdorferi IgG und IgM:

Die Testergebnisse der durchflusszytometrischen Methode sollten mit denen vom
klinisch etablierten Immunoblot-Verfahren auf inre Ubereinstimmung untersucht
werden.

4. Evaluierung des SERION Multianalyt™ Borrelia burgdorferi IgG und IgM:

Der SERION Multianalyt™ Borrelia burgdorferi IgG und IgM sollte auf seine

Tauglichkeit als Mittel zur serologischen Untersuchung fiir den klinischen Alltag
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gepruft werden.
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3 Material und Methoden

3.1 LineBlot-Verfahren

Der Borrelia Virastripe® LineBlot wird von der Firma Viramed® Biotech AG hergestellt
und als etabliertes serologisches Testverfahren zum quantitativen Nachweis von
Borrelienantikdrpern eingesetzt. Die Auswertung dieses Tests entspricht den Kriterien
der Mikrobiologisch-Infektiologischen Qualitatsstandards 12, hierbei wird der LineBlot
nach den Richtlinien 98/79/EG hergestellt und erflllt die Voraussetzungen der DIN
58967-40 und DIN 58969-44 (Wilske et al., 2000).

Der Stripe-Immunoblot besteht aus einem Nitrozellulosestreifen, der in zwei Abschnitte
geteilt ist: der obere Kontrollabschnitt, der aus der Negativkontrollbande, der
Serumkontrolle, drei Konjugatkontrollen (IgG, IgA und IgM) und der Cut-off-Kontrolle
besteht. Der untere Teil (unterhalb der griinen Trennlinie) umfasst den Analysebereich,
welcher die Borrelienantigene tragt.

Der Grof3teil der verwendeten Antigene kommt von den Spezies Borrelia burgdorferi
afzelii (Pko) und Borrelia burgdorferi sensu strictu, und fur VISE wird ein rekombinantes

Antigen eingesetzt.
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IgG IgM
B
3
Funktions- B
Kontrolie
Konjugat - ffp o
Kontrolle = igu ™ =]
o nnd | nx | -
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p43—=
p4l—m pdl—m
p39—pm p39— =
p30-—-D
OspC— OspC—m
p21 -—D
Osp17 { Osp17—mH
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P14 —m
VISE —p= VIsE—m

Abbildung 3.1-1: Borrelia Virastripe® LineBlot IgG und IgM

Die IgM-Stripe-Immunoblots kénnen bis zu finf der folgenden Antigene nachweisen:

VISE

p4l

Variable major protein (VMP) like sequence Expressed
Antikorper gegen VISE werden als spezifisch bezeichnet und kdnnen auch

im Spatstadium gefunden werden (Schulte-Spechtel et al., 2003).

Flagellin-Protein

Dieses Antigen wird als bedingt spezifisches Antigen eingeordnet, da
schon Kreuzreaktionen mit anderen Spirochdten und weiteren
geil3eltragenden Bakterien beschrieben wurden (Alfen et al., 1994; Wilske

et al., 1990).
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p39

OspC

Ospl7

Borrelia membrane protein A (BmpA)
Antikérper gegen p39 sind hochspezifisch und werden somit oft in frithen

Stadien der Infektion nachgewiesen (Aguero-Rosenfeld et al., 1993).

Outer surface protein C

Hochspezifisches Antigen, von dem mindestens 13 verschiedene
Immuntypen existieren und welches oft als erstes Borrelienantigen in
Nachweisverfahren erscheint (Aguero-Rosenfeld et al., 1993; Fingerle et
al., 1995; Wilske et al., 1990).

Outer surface protein 17
Mit Hilfe dieses Spezies-spezifischen Antigens binden Borrelien an ihre
Wirtszellen (Schulte-Spechtel et al., 2003; Heikkila et al. 2002).

Beim Borrelia ViraStripe® IgG werden insgesamt elf Antigene detektiert.

VIsSE

p83/100

p58

p43

p39

Variable major protein (VMP) like sequence Expressed
Antikdrper gegen VISE werden als spezifisch bezeichnet und kénnen auch

im Spatstadium gefunden werden (Schulte-Spechtel et al., 2003).

Protein der Membranvesikel auf der Oberflache

Die Antikdrper gegen dieses Antigen sind hochspezifisch und fallen 6-12
Wochen nach der Infektion auf und kdnnen in allen Stadien nachgewiesen
werden (Aguero-Rosenfeld et al., 1993; Ditton et al.,, 1992; Ma et al.,
1992).

Ein wenig charakterisiertes, jedoch spezifisches Protein, das gehauft im

Stadium Il vorkommt.

Ahnlich wie p58 ist dieses Protein wenig charakterisiert, aber spezifisch

und eher typisch im Stadium 111

Borrelia membrane protein A (BmpA)
Antikorper gegen p39 sind hochspezifisch und werden somit oft in frithen
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Stadien der Infektion nachgewiesen (Aguero-Rosenfeld et al., 1993).

p30 Ein weiteres wenig untersuchtes Protein, das aber laut Hersteller
spezifisch ist (Viramed®; BorreliaVirastripe TestKit IgG).

OspC Outer surface protein C
Hochspezifisches Antigen, von dem mindestens 13 verschiedene
Immuntypen existieren (Aguero-Rosenfeld et al., 1993; Fingerle et al.,
1995; Wilske et al., 1990).

p21 Ein wenig charakterisiertes, aber spezifisches Protein (CDC 1994).
Ospl7/ Outer surface protein 17
DbpA Decorin-binding protein A

Mithilfe dieses speziesspezifischen Antigens binden Borrelien an ihre
Wirtszellen an (Schulte-Spechtel et al., 2003; Heikkila et al., 2002).

pl4 Ein Protein, das als spezifisch immunogen bei Borrelia afzelii beschrieben

wurde (Hauser et al., 1997).

Das Prinzip dieses Tests liegt in der Antigen-Antikdrper-Reaktion. Auf dem
Nitrozellulosestreifen liegen in bestimmten Abstédnden fixierte Antigene von
Borrelienspezies. Die Borrelia-spezifischen IgG- oder IgM-Antikbrper aus dem
Patientenserum oder -liqguor binden wéahrend der Inkubation an ihre entsprechenden
Antigene. Im né&chsten Schritt (Konjugatreaktion) bindet das AP-Konjugat an den
entstandenen Antigen-Antikdrper-Komplex, wobei das Chromogen/Substrat von der
alkalischen Phosphatase umgesetzt wird und sich lila farbt. Durch die zuvor
durchgefihrten Waschschritte (nach der Seruminkubation, der Konjugatinkubation und
der Chromogen/Substrat-Inkubation) werden ungebundene Antikdrper und Reagenzien

entfernt und somit nur Antigen-Antikdrper-Reaktionen gefarbt.

Die quantitativen Ergebnisse der Lineblots kdnnen auch mit densitometrischen
Verfahren ausgewertet werden. Diese Methode verspricht eine verbesserte

Objektivierbarkeit und Reproduzierbarkeit.
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3.1.1 Auswertung der LineBlots

Um einen Teststreifen als gultig gelten zu lassen, missen (laut Hersteller) die
Serumkontrolle, die Konjugatkontrolle (wobei die starkste von den drei Banden zur
untersuchten Konjugatklasse gehdren muss) und die Cut-off-Kontrolle mit einem Streifen
sichtbar und darf die Negativkontrollbande nicht gefarbt sein. Falls auch nur eine dieser
Voraussetzungen nicht zutrifft, wird der Streifen als ungultig charakterisiert und nicht

ausgewertet.

Eine Bande wird dann als deutlich gewertet, wenn sie gleich oder starker intensiv als die
Cut-off-Kontrolle gefarbt ist. Eine nicht vorhandene oder kleinere Bandenintensitat
(verglichen mit dieser der Cut-off-Kontrolle) wird nicht gewertet. Die Auswertung des
kompletten Streifens wird anhand der Banden gemacht.

Fur den IgM-Test sind die Interpretationskriterien wie folgt:

Positiv mindestens eine deutliche Bande (= Cut-off) von p39, OspC, Ospl7,
VISE oder p41 starker als die Cut-off-Kontrolle

Negativ keine deutliche Bande oder p41 gleich der Cut-off-Kontrolle

Im Gegensatz hierzu gibt es bei dem IgG-Test drei mdgliche Ergebnisse:

Positiv mindestens zwei deutliche Banden aus p83, p58, p43, p39, p30, OspC,
p21, Ospl7 oder DbpA, p14, VISE

Grenzwertig eine deutliche VISE-Bande

Negativ nur eine deutliche (auf3er VISE) oder keine sichtbare Bande
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3.2 SERION Multianalyt™ Borrelia burgdorferi IgG und IgM

3.2.1 Partikelbasierter Fluoreszenzimmunoassay zum Nachweis von

humanen Antikorpern gegen Borrelia burgdorferi

SERION Multianalyt™ Borrelia burgdorferi IgG und IgM ist eine quantitative
Nachweismethode von humanen IgG- und IgM-Antikorpern im Serum, Plasma und
Liquor gegen eine Bandbreite von Antigenen der Spirochéten Borrelia burgdorferi.

Diese Methode basiert auf dem Prinzip der Durchflusszytometrie. Hierbei werden als
Festphase fir die adsorptive Kopplung der Sondenmolekiile Polystyrolpartikel (BEAD)
in einer GréRenordnung von 3 um bis 8 ym eingesetzt. Durch die Farbung dieser mit
unterschiedlichen Intensitaten eines roten Fluorphors wird eine Auswabhl von bis zu zehn
verschieden gefarbten Partikel-Sets erreicht. Dank der Oberflachenmodifizierung
werden Uber kovalente Krafte Antigene (Sondenmolekile) an die Partikel gebunden.
Das Gemisch aller dieser beschichteten Partikel-Sets bildet den SERION Multianalyt™
Plex. Im Borrelia burgdorferi IgG- und IgM-Plex werden acht verschiedene Antigene der
humanpathogenen Genospezies Borrelia afzelii, Borrelia garinii und Borrelia burgdorferi

sensu stricto eingesetzt.

Im Folgenden sind diese genauer aufgezabhilt:

VISE garinii PBi

e pl100 garinii Pbi

e OspC afzelii Pko

e DbpA garinii Pbr

e DbpA afzelii PKo

e p58 garinii Pbi

e p4li burgdorferi sensu stricto GeHO
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e Lysat afzelii Pko

Bei der ersten Inkubation binden die humanen IgG- oder IgM-Antikorper, im Folgenden
als Analyte bezeichnet, an die ihnen entsprechenden Antigene auf den Partikeln.
Wahrend der nachsten Inkubation reagieren Antikorper (Detektormolekiile), welche mit
Fluoreszenzfarbstoff markiert sind, mit den gebundenen Analyten und haften an ihnen.
Somit verhalt sich die Menge der gebundenen Detektormolekile proportional zur
Analytkonzentration. Der markierte Partikel-Komplex wird vom Durchflusszytometer
gemessen und nach Grof3e und Fluoreszenz klassifiziert. Mit der easy-PLEX-Software
wird die Fluoreszenz jedes Partikels zu den passenden Analytbestimmungen
zugeordnet. Die Konzentration der gesuchten IgG- und IgM-Antikorper gegen die acht
genannten Borrelia- Antigene wird somit indirekt Gber die mittlere Detektormolekiil-
Fluoreszenz je Partikel-Set gemessen.

Abbildung 3.2.1-1: Methodisches Prinzip des SERION Multianalyt™ Immunoassays zur
Detektion von Borrelienantikérpern. Abbildung von:

http://www.virion-serion.de/typo3temp/pics/4994dfec49.png

In der Abb. 3.2.1-1 wird die beschriebene Reaktion beispielhaft dargestellt. Der
beschichtete Partikel (rot), welcher ein Antigen (gelb) tragt, ist mit dem humanen IgG-

oder IgM-Antikorper (gelb) gekoppelt. An diesem haftet das markierte Detektormolekdl
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(gruin), dessen Fluoreszenz vom Durchflusszytometer gemessen wird.

3.2.2 Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie, auch FACS-Zytometrie (Fluorescence Activated Cell Sorting)
genannt, ist ein optisches Messverfahren fur Partikel (Zellen, Polystyrolpartikel,
Antikorper etc.), bei dem diese gezadhlt und nach verschiedenen Eigenschaften

analysiert werden.

Bei der fluoreszenzaktivierten Zellanalyse werden Zellen in Flissigkeitssuspension wie
an einer Perlenkette an einem gebundelten Lichtstrahl (Laser) vorbeigeleitet. Dieses
Licht wird abhangig von der ZellgréZe nach vorne (Vorwartsstreulicht, Forward Scatter)
und zudem je nach Granularitat des Zellinhalts seitlich (Seitwartsstreulicht, Side Scatter)
gestreut und von Photodetektoren registriert. Dartiber hinaus wird auch die Intensitat der
Fluoreszenz des zu untersuchenden Partikels gemessen. Als Farbstoffe werden hier in
den meisten Fallen 4’,6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) oder Propidiumiodid eingesetzt.
Die Fluoreszenz ergibt sich daraus, dass Fluorochrome Lichtenergie

bestimmter Wellenlange absorbieren, sodass die Elektronen auf ein hoheres
Energieniveau gehoben werden. Sobald diese den Laser passieren und in ihr
Grundenergieniveau zuriickfallen, geben sie Energie (in Form von Photonen) ab.
Photodetektoren messen die Konzentration der Photonen, welche sich proportional zur
Menge von z. B. gebundenen Antikdrpern oder Zellen verhélt und damit ein quantitatives
Ergebnis gibt. Mithilfe dieser Methode erhalt man also nicht nur Informationen zur Gro3e

und Granularitat der Zelle, sondern auch zu ihren Eigenschaften.

Der Unterschied zwischen einem Durchflusszytometer und einem FACS-Gerat liegt
darin, dass das FACS zusatzlich zur Messung die Zellen entsprechend ihrer Signale
sortiert. Den Fluoreszenzdetektoren sind Vibratoren und Elektromagnete

nachgeschaltet, die die Zellen in entsprechende Gefalie sortieren.

Bei dem untersuchten Assay wurde nur der 488 nm-Argion-lonen Laser im FACSCalibur

der Firma BD eingesetzt.
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3.3 Chemikalien, Losungen, Geréate

3.3.1 Probengewinnung

Die Blutproben wurden in der Klinik und Poliklinik fiir Dermatologie und Allergologie am
Biederstein (Technische Universitdt Munchen) mit den Ublichen sterilen Methoden

entnommen. Die Proben wurden zentrifugiert und die Seren bei -8 °C gelagert.

3.3.2 Verwendete Chemikalien

e beschichtete Polystyrolpartikel (BEAD) mit Durchmesser von 3 ym bis 8 um in

lyophilisierter Form

e Kontrollprobe CO1, Standardkontrolle: Humanserum in Phosphatpuffer mit
Protein. Negativ getestet fur Anti-HIV-Antikbrper, Hepatitis-B-Virus-surface-
Antigen und Anti-HCV-Anti-korper (Konservierungsmittel < 0,1 % Natriumazid,
Farbstoff: Amaranth O)

e Kontrollprobe CO2, Negativkontrolle: Humanserum in Phosphatpuffer mit
Protein. Negativ getestet fur Anti-HIV-Antikdrper, Hepatitis-B-Virus-surface-
Antigen und Anti-HCV-Antikérper (Konservierungsmittel < 0,1 % Natriumazid,

Farbstoff: Lissamin-Grin V)

¢ Konjugat, analytspezifische Detektorantikérper konjugiert mit
Fluoreszenzfarbstoffen: gegen humanes IgG, IgA oder IgM gerichteter,
polyklonaler Antikdrper (aus Ziege, Schaf oder Esel) oder analytspezifischer
Antikérper konjugiert mit z. B. Phycoerythrin oder Fluoreszin, stabilisiert in

Protein-Stabilisatorlésung (Konservierungsmittel < 0,1 % Natriumazid)

e Waschlosungskonzentrat fir die BioTek-Vakuum-Filtrationseinheit, bestehend
aus Tris-gepufferter  Natriumchloridlosung und  Tween/Polysorbat 20

(Konservierungsmittel < 0,1 % Natriumazid)

o Verdunnungspuffer: Phosphatpuffer mit Protein und Tween/Polysorbat 20

(Konservierungsmittel <0,1% Natriumazid, Farbstoff: Bromphenolblau
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Natriumsalz)

o Testpuffer TSOL: Protein-Stabilisatorldsung (Konservierungsmittel 0,01 %

Methylisothiazolon; 0,01 % Bromnitrodioxan)

e Messpuffer MSOL: Phosphatpuffer mit Protein und Tween/Polysorbat 20
(Konservierungsmittel < 0,1 % Natriumazid)

e SERION Rf-Absorbens

e SERION Multianalyt™ Setup

¢ SERION Multianalyt™ FlowControl

e FACS Flow BD, Heidelberg

e Aqua dest.

3.3.3 Verwendete Gerate

e \ortex

e Zentrifuge Eppendorf 5415 C Eppendorf AG, Hamburg

o Temperierbarer Schittler flr Mikrotiterplatten biosan Medical-Biological
biosan pst-60hl-4 Research & Technologies

Riga, Lettland

¢ Vakuum-Filtrationseinheit BioTek EIxX50 BioTek, Winooski, USA

e Durchflusszytometer BD FACSCalibur BD, Heidelberg

e Software Cellquest pro BD, Heidelberg

e SERION Multianalyt™ easyPLEX Auswertungssoftware Virion\Serion GmbH,
Wirzburg
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e GraphPad Prism 6

3.3.4 Verwendete Materialien

e Filtrationsplatte mit 96 Kavitaten in 8 x 12 Ausrichtung

e viramed IgG- und IgM-Immunoblots, hergestellt von Ulrike Rothenhausler, MTA

an der Klinik und Poliklinik fir Dermatologie und Allergologie am Biederstein

3.4 Methoden

Die Verdinnung der Seren und die Praparation der Messplatte fanden im Borreliose-
Labor der Klinik und Poliklinik fir Dermatologie und Allergologie am Biederstein und die
Messung mit dem FACSCalibur im Zentrum fiur Allergie und Umwelt Minchen (ZAUM)
Sstatt.

3.4.1 Probenverdiinnung

Fur die Vorbereitung der Proben wurden im ersten Schritt die tiefgefrorenen Seren bei
Raumtemperatur in ihren flissigen Zustand gebracht. Jede Probe wurde jeweils zweimal
verdinnt, da die IgG- und IgM-Analysen unabhangig voneinander stattgefunden haben.
Alle Schritte wurden laut den Gebrauchsanweisungen und Laborhinweisen des

Herstellers befolgt.

Die IgG-Serumverdinnung fand in einem Verhaltnis 1 : 200 statt, sodass 5 pl Probe in
1000 pl SERION-Verdunnungspuffer gelost wurden. Bei der Vorbereitung der IgM-Reihe
wurde ein Verhaltnis von 1:100 eingehalten. Dabei mussten 800 pl SERION-
Verdinnungspuffer mit 200 pl SERION-Rf-Absorbens prapariert werden.

Bei den Proben fir den IgM-Nachweis besteht die Gefahr von falsch-positiven
Ergebnissen, hervorgerufen durch IgM-Rheumafaktor-Antikérper, welche an I1gG-
Immunkomplexe binden. Zusétzlich kénnen bei Proben mit hohem, erregerspezifischem
IgG-Anteil bindungsschwéchere IgM-Antikoérper durch bindungsstéarkere IgG-Antikorper
verdrangt werden und dadurch ein falsch-negatives Ergebnis bewirken. Zur

Verhinderung dieser Effekte sollten die Proben bei der Serumprobenverdinnung fur die
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IgM-Messung mit Rf-Absorbens vorbehandelt werden.

Als nachster Schritt erfolgte die Beimengung der 10 pl Serum in ein Eppendorfgefaf3.
Zur Absorption des Rf-Absorbens wurden die Proben mind. 15 min bei Raumtemperatur
inkubiert. AbschlieBend erfolgte die Zentrifugation der IgM-Verdinnungen bei 4000

U/min fiir 5 min und die Ubertragung der fliissigen Phase in neue Kiivetten.

3.4.2 Praparation der Messplatte

Als erster Schritt hierbei stand die Rekonstitution der Partikellyophilisate (BEAD) mit 3 ml
TSOL pro Partikelflaschchen an, wobei die Losungen nur durch vorsichtiges Schiitteln
homogenisiert werden durften, um eine Schaumbildung zu verhindern.

Zur Vorbenetzung der Filtrationsplatte wurde diese in der BioTek-Vakuum-
Filtrationseinheit mit 250 yl Waschpuffer aufgefillt und abgesaugt. Danach musste die
Unterseite der Platte sorgfaltig von jeglichen Flissigkeitsresten gesédubert werden, um
Verluste des Kavitateninhalts durch Diffusionskréfte zu verhindern. Bei jeder Messreihe,
wobei IgG- und IgM-Proben getrennt gemessen wurden, wurden die ersten vier
Kavitaten (pro Messreihe) als Kontrollen genutzt. Im Folgenden ist zu vermerken, dass
die gebrauchsfertigen Kontrollen, die rekonstituierten Partikellésungen und das Konjugat
in zwei verschiedenen Zusammensetzungen vorlagen, jeweils fir die IgG- und IgM-

Messreihe.

Kavitat A1 war der Reagenzleerwert (RGL), der in diesem Schritt nicht beftllt wurde, B1
und C1 wurden mit 20 pul CO1 und D1 mit 20 pl CO2 gefillt. CO1 ist die Standardkontrolle
des Tests und CO2 die Negativkontrolle. In jede weitere Kavitat wurden 20 ul der
verdinnten Patientenproben pipettiert. Danach wurden 100 pl der rekonstituierten
Partikelldsung mit einer Pipette in jede Kavitat zugesetzt. Nach Abdeckung der
Filtrationsplatte erfolgte die Inkubation im temperierbaren Schiittler fir 30 min bei 37 °C
(Einstellung des Geréates: 36,1 °C). AnschlieBend wurde die Platte in der BioTek-
Vakuum-Filtrationseinheit gewaschen. Dabei wurde zuerst der Inhalt der Kavitaten
abgesaugt, diese viermal mit 250 pl Waschpuffer aufgefillt und abgesaugt (ca. -
300 mbar fir 10 sec pro Zyklus). Wiederum mussten jegliche Fliissigkeitsreste von der

Unterseite entfernt werden.

Als nachster Schritt stand die Konjugatzugabe an, bei dem 50 ul des spezifischen

Konjugats in alle Kavitaten gefullt wurden. Die abgedeckte Platte wurde nun zum
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zweiten Mal bei 37 °C fir 30 min im temperierbaren Schuttler inkubiert. Danach wurde
die Filtrationsplatte wieder in der BioTek-Vakuum-Filtrationseinheit viermal mit 250 pl
Waschpuffer gewaschen, dieser abgesaugt und getrocknet. Die Praparation der
Messplatte wurde mit der Resuspendierung der Partikel mit SERION MSOL
abgeschlossen. Dabei wurden in alle Kavitaten jeweils 100 yl SERION MSOL pipettiert
und die Messplatte fur 5 min bei 800 rpm und Raumtemperatur auf dem biosan-

Thermoschuttler geschittelt.

Das folgende Schema stellt die Aufstellung der 8 x 12-Messplatte fir einen
Versuchsdurchlauf (IgG oder IgM) dar, wobei P01-P92 die Kavitaten fir die
Patientenproben darstellen.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 |11 12
RGL | PO5 | P13 | P21 | P29 | P37 | P45 | P53 | P61 | P69 | P77 | P85
CO1 | P06 | P14 | P22 | P30 | P38 | P46 | P54 | P62 | P70 | P78 | P86
CO1 | PO7 | P15 | P23 | P31 | P39 | P47 | P55 | P63 | P71 | P79 | P87
CO2 | P08 | P16 | P24 | P32 | P40 | P48 | P56 | P64 | P72 | P80 | P88
PO1 | PO9 | P17 | P25 | P33 | P41 | P49 | P57 | P65 | P73 | P81 | P89
P02 | P10 | P18 | P26 | P34 | P42 | P50 | P58 | P66 | P74 | P82 | P90
PO3 | P11 | P19 | P27 | P35 | P43 | P51 | P59 | P67 | P75 | P83 | P91
| P04 | P12 | P20 | P28 | P36 | P44 | P52 | P60 | P68 | P76 | P84 | P92
Abbildung 3.4.2-1: Schematische Darstellung einer Multianalyt-Filtrationsplatte

I @ M m O O W >

3.4.3 Messung im Durchflusszytometer

Aufgrund der Tatsache, dass das FACSCalibur nicht direkt aus der Filtrationsplatte
messen kann, mussten die Proben erst in Messrohrchen Uberfiihrt werden. Hierbei
wurden den Kavitaten 200 yl SERION MSOL zugesetzt und die Losungen mithilfe einer

Pipette in Messrohrchen gefillt.

Die Software Cellguest pro wurde bei mittlerer Geschwindigkeit des FACSCalibur so
eingestellt, dass sie nach 500.000 Ereignissen oder 30 sec die Messung unterbrechen

sollte.

Folgendes Schema beschreibt den Testverlauf, wie aus der SERION-Multianalyt-

Gebrauchsanweisung entnommen.
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SERION Multianalyt™ Borrelia burgdorferi IgG
Rekonstitution der Partikel
(pro Flaschchen mit 3 ml Testpuffer TSOL)
v
Probenverdiinnung
(Patientenproben)
1+200
v
Filtrationsplatte mit Waschldsung fillen (250 pl) und absaugen
(Schritt entfallt bei Verwendung von V-Boden Mikrotiterplatten)
v
Zugabe der verdunnten Proben und der
gebrauchsfertigen Kontrollproben (20 pl)
v
Zugabe der rekonstituierten Partikel (100 pl)
v
INKUBATION 30 Min./37°C/800 rpm
v
WASCHEN
v
Zugabe der Konjugatlésung (50 ul)
v
INKUBATION 30 Min./37°C/800 rpm
v
WASCHEN
v
Zugabe des Messpuffers MSOL (ca. 200 pl; Volumen variiert in
Abhangigkeit des verwendeten Gerats)
v
Schitteln zum Resuspendieren der Partikel 5 Min./37°C/800 rpm
v
Fluoreszenzmessung am Durchflusszytometer
Partikel bei ca. 700 nm

Konjugat bei ca. 585 nm

40



Material und Methoden

SERION Multianalyt™ Borrelia burgdorferi IgM
Rekonstitution der Partikel
(pro Flaschchen mit 3 ml Testpuffer TSOL)
v
Probenverdiinnung mit Rf-Absorption
(Patientenproben)
1+100
v
Filtrationsplatte mit Waschldsung fillen (250 pl) und absaugen
(Schritt entfallt bei Verwendung von V-Boden Mikrotiterplatten)
v
Zugabe der verdunnten Proben und der
gebrauchsfertigen Kontrollproben (20 pl)
v
Zugabe der rekonstituierten Partikel (100 pl)
v
INKUBATION 30 Min./37°C/800 rpm
v
WASCHEN
v
Zugabe der Konjugatlésung (50 ul)
v
INKUBATION 30 Min./37°C/800 rpm
v
WASCHEN
v
Zugabe des Messpuffers MSOL (ca. 200 pl; Volumen variiert in
Abhangigkeit des verwendeten Gerats)
v
Schitteln zum Resuspendieren der Partikel 5 Min./37°C/800 rpm
v
Fluoreszenzmessung am Durchflusszytometer
Partikel bei ca. 700 nm

Konjugat bei ca. 585 nm
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3.4.4 Auswertung der Messdaten

Die quantitativen Messdaten der Cellquest pro Software wurden von der SERION-
Multianalyt-easyPLEX-Software ausgewertet. Das Programm wurde mithilfe eines
MARX-Crypto-Box-Kopierschutzsteckers freigeschaltet. Im Programm musste eine
virtuelle Filtrationsplatte ausgelegt werden, wobei fur die IgG-Messungen, je nach
eingesetztem Testkit, die vorgefertigten Chargen MCD.AG oder MDC.AA und
entsprechend fur die IgM-Reihe die Chargen MBD.AN oder MFC.AE gewahlt wurden.
Nach Ubertragung der Daten vom FACSCalibur wurden diese von der Software

automatisch analysiert und ausgewertet.

Bei der Analyse wird die Konzentration der Analyte mithilfe des ,4-Parameter logistic-
log-Modell (4PL)“ bestimmt. Die folgende Formel bezeichnet die mathematische

Funktion:

D—-A
1+ eB(C—InKonz.)

MFI = A+

MFI = Median der gemessenen Fluoreszenzintensitaten

Die Parameter A, B, C und D geben den Kurvenverlauf exakt wieder und definieren:
Parameter A = untere Asymptote

Parameter B = Steigung der Kurve

Parameter C = Wendepunkt der Kurve

Parameter D = obere Asymptote

Zur Bestimmung der Analytkonzentrationen benutzt die Auswertungssoftware die

folgende Formel:

42



Material und Methoden

Konzentration= exp{C/In[(D-A)/((MFI-RBLK)*STDsoll/(STDist-RBLK)-A)-1]/B}

RBLK = Reagenzleerwert
STDsoll = Sollwert des Standards
STDist = aktueller Tageswert des Standards

*Standard = Kontrollproben CO1, CO2

3.4.5 Auswertung der Antikorpertiter

Fur alle acht Antigene gelten dieselben Auswertungskriterien hinsichtlich der

Antikérperkonzentration.

Positiver Antikdrpertiter > 15 U/ml

Grenzwertiger AntikOrpertiter 10-15 U/ml

Negativer Antik6rpertiter <10 U/ml

Dabei werden jedoch den verschiedenen Antikorpertitern unterschiedliche Wertigkeiten
zugeordnet.

Fur Borrelia burgdorferi IgG sind sie wie folgt:

e VISE 10-15 U/ml = 2 Punkte > 15 U/ml = 4 Punkte
e pl00 10-15 U/ml = 2 Punkte > 15 U/ml = 4 Punkte
e OspC 10-15 U/ml = 2 Punkte > 15 U/ml = 4 Punkte
e DbpA Pbr 10-15 U/ml = 2 Punkte > 15 U/ml = 3 Punkte
e DboA Pko 10-15 U/ml = 2 Punkte > 15 U/ml = 3 Punkte

43




Material und Methoden

e p58

o p4ili

e Lysat

Fur Borrelia burgdorferi IgM:

e VISE

e pl00

e OspC

e DbpA Pbr

e DboA Pko

e p58

° p41i

Lysat

10-15 U/ml = 2 Punkte

10-15 U/ml = 2 Punkte

10-15 U/ml = 1 Punkt

10-15 U/ml = 2 Punkte

10-15 U/ml = 2 Punkte

10-15 U/ml = 4 Punkte

10-15 U/ml = 2 Punkte

10-15 U/ml = 2 Punkte

10-15 U/ml = 2 Punkte

10-15 U/ml = 2 Punkte

10-15 U/ml = 1 Punkt

> 15 U/ml = 4 Punkte

> 15 U/ml = 4 Punkte

> 15 U/ml = 2 Punkte

> 15 U/ml = 4 Punkte

> 15 U/ml = 4 Punkte

> 15 U/ml = 8 Punkte

> 15 U/ml = 3 Punkte

> 15 U/ml = 3 Punkte

> 15 U/ml = 4 Punkte

> 15 U/ml = 4 Punkte

> 15 U/ml = 2 Punkte

Fiur jede Probe werden die Punkte der Titer addiert, um eine Gesamtpunktzahl zu

ergeben. Ein negatives Ergebnis fur die 1IgG- oder IgM-Messung liegt vor, wenn die

Gesamtpunktzahl kleiner drei (3) ist, ein grenzwertiges bei drei bis sechs (3-6) und ein

positives, wenn die addierten Punkte gré3er sechs (6) sind.

negative Probe

grenzwertige Probe

positive Probe

< 3 Punkte

3-6 Punkte

> 6 Punkte
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3.4.6 Testgultigkeitskriterien

Damit eine Messung als valide gewertet wird, miissen verschiedene Testkriterien gelten.
Erstens miissen die Mittelwerte der Konzentrationen mit dem Ziel-Konzentrationswert
(angegeben auf dem chargenspezifischen Zertifikat) tbereinstimmen. Dartber hinaus
muss der Reagenzleerwert (RGL) unter dem Median der Fluoreszenzintensitat (MFI)
liegen sowie die Negativkontrolle in der Auswertung als negativ gemessen werden. Die
MFI-Werte des Standards (CO1) missen (nach Abzug des Reagenzleerwertes) flr
jeden Analyten innerhalb der Gliltigkeitsbereiche liegen, welche auf dem
chargenspezifischen Qualitatskontroll-Zertifikat angegeben sind. Zu guter Letzt dirfen
die MFI-Werte der beiden Standards (CO1) nicht mehr als 20 % differieren.

Wenn diese Kriterien nicht erfillt sind, gilt die gesamte Messung mit allen Kavitaten als
unglltig und wird als solche markiert.

Auch einzelne Proben gelten als ungiiltig, wenn einer oder beide der folgenden Féalle

vorliegt.
e Wenn weniger als 100 Ereignisse bei einer Probe vorliegen.

e Sobald die MFI-Werte der Kontrollpartikel fur unspezifische Bindungen uber
einem vorgegebenen Wert liegen, welcher in der Chargenspezifikation der

Software-Datenbank zu finden ist.

Einzelne unglltige Proben erhalten keine Werte und werden mit einem roten
Ausrufezeichen

(!) gekennzeichnet.

3.5 Vergleich der Messwerte mit etablierten Methoden

Die erhaltenen Werte wurden mit den serumgleichen Borrelia-ViraStripe-lgG- und IgM-
Immunoblots, als etablierte Standardmethode an der Klinik und Poliklinik fur

Dermatologie und Allergologie am Biederstein, verglichen.

Beide Tests unterscheiden sich in manchen Punkten. Die IgG-Stripe-Immunoblots tragen
Testfelder fur elf (11) und die IgM-Streifen fur funf (5) verschiedene Antigene von den
Genospezies Borrelia burgdorferi afzelii (Pko) und Borrelia burgdorferi sensu strictu. Im

Gegensatz dazu werden bei dem partikelbasierten Fluoreszenzsimmunoassay fur IgG
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und IgM acht (8) Antigene von Borrelia burgdorferi sensu strictu, Borrelia afzelii und

Borrelia garinii analysiert.

Analysierte Antigene der jeweiligen Testverfahren

Tabelle 3.5-1: Vergleich der analysierten Antigene im Immunoblot und Multianalyt IgG

und IgM
SERION Multianalyt 1gG und | viramed ViraStripe IgG | viramed ViraStripe
IgM IgM
VISE VISE VisE
p100 p83/p100
OspC OspC OspC
DbpA Pbr
DbpA Pko DbpA
p58 p58
p4li p4l
Lysat
Ospl7 Ospl7
p39 p39
pl4
p30
p21
p43

3.5.1 Zusammensetzung der Proben und Patienten

In dieser Arbeit wurden Seren von Patienten getestet, die wegen Ausschlusses auf
Lyme-Borreliose oder fur Serumkontrollen bei bestétigter Infektion in die Klinik und
Poliklinik fir Dermatologie und Allergologie am Biederstein der Technischen Universitat

Minchen kamen.
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Das Patientenkollektiv bestand aus 101 Patienten, die je nach Diagnose in sieben
Gruppen eingeteilt wurden (EM; MEM; Lymphozytom; ACA; Lyme-Arthritis;
Neuroborreliose; atypische, anderweitige Diagnosen). Insgesamt wurden 116 Seren
getestet, wobei von manchen Patienten mehrere Seren aus verschiedenen Zeitpunkten
vorlagen. Von neun Patienten waren zwei unterschiedliche Seren vorhanden, namlich
vor und nach erfolgter Therapie, drei unterschiedliche Seren gab es bei zwei Patienten

und vier Seren verschiedener Zeitpunkte waren einem Patienten zugeordnet
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4 Ergebnisse

4.1 Interpretation der Ergebnisse

Beide Methoden wurden hinsichtlich ihrer Gesamtergebnisse jeder Probe und der
entsprechenden Antigenergebnisse verglichen. Hierbei muss betont werden, dass es bei
der Interpretation der IgM-Teststreifen keine Vorgabe flr grenzwertige Ergebnisse gibt,
im Gegensatz dazu jedoch der IgM-Immunoassay der durchflusszytometrischen
Methode ein solches vorsieht. Die Tabelle 3.5-1: Vergleich der analysierten Antigene im
ImmunoBlot und Multianalyt IgG und IgM zeigt die Ubereinstimmenden Antigene der
verglichenen Methoden an. Fir die 1gG-Tests wurden jeweils das komplette Ergebnis
und die Antigene VISE, p100, OspC, DbpA und p58 gegenibergestellt. Fir die IgM-Tests
wurden die Komplettergebnisse und die Antigene VIsSE, OspC, Ospl7 und p39 beurteilt.
Hierbei wurden beim SERION Multianalyt als Ergebnisse nicht die Werte der

Antikorpertiter, sondern deren Gesamtinterpretation herangezogen.

4.2 Kohorte

In der Arbeit wurden Blutproben von Patienten benutzt, die in den Jahren 2010 bis 2013
zur serologischen Kontrolle in der Klinik und Poliklinik fir Dermatologie und Allergologie
am Biederstein der Technischen Universitdt Miunchen entnommen wurden.
Die Patientenkohorte bestand aus 60 weiblichen und 41 mannlichen Patienten, wobei
der jungste zum Entnahmezeitpunkt sieben Jahre und der &lteste Patient 81 Jahre alt

war.
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4.2.1 Patientengruppen

Tabelle 4.2.1-1: Verteilung der Patienten je nach Diagnose

Diagnosen

Einteilung

Anzahl der

Patienten

Erythema migrans
(EM)

Eingeschlossen wurden alle Patienten,
die mit einem Erythema migrans in der
Klinik und Poliklinik fiir Dermatologie und
Allergologie am Biederstein der
Technischen Universitat Miinchen

diagnostiziert wurden.

34 (33,7 %)

Patienten eingeteilt, die wegen einer
Spatinfektion mit Neuroborreliose in die

Klinik kamen.

Multiple Erythemata | Zu dieser Auswahl wurden Patienten mit | 2 (2 %)
migrantia (MEM) multiplen Erythemata migrantia
eingeteilt.
Lymphozytom Patienten mit einer Fruhinfektion und 3 (3%)
dem Symptom Lymphozytom wurden
hier eingeschlossen.
Neuroborreliose Dieser Gruppe wurden diejenigen 1 (1 %)

Acrodermatitis
chronica atrophicans
(ACA)

Eingeschlossen wurden alle Patienten

mit einer gesicherten ACA-Diagnose.

15 (14,9 %)

Lyme-Arthritis

Zu dieser Auswahl wurden Patienten mit
einer gesicherten Lyme-Arthritis-

Diagnose eingeteilt.

19 (18,8 %)

Atypische,
anderweitige
Diagnosen zum

Ausschluss

Patienten, welche wegen Ausschlusses
einer Borreliose-Infektion untersucht
wurden, ohne letztliche Diagnose eines
der oben genannten Symptome, wurden

in dieser Gruppe zusammengefasst.

27 (26,7 %)
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Die Gruppen 1-3 werden den Erkrankungen im Frihstadium zugeordnet. Die Gruppen

4-6 lassen sich zur Gruppe der Spatinfektionen zusammenfassen. Die letzte Gruppe

nimmt als Kollektiv der Abklarungsfalle eine Sonderstellung ein.

Die Diagnose eines ECM war Grund fir eine serologische Untersuchung bei 34
Patienten (34 %), die MEM bei 2 (2 %), die eines Lymphozytoms bei 3 (3 %),
Neuroborreliose bei 1 (1 %), ACA bei 15 (14,9 %) und bei 19 Patienten konnte eine

Lyme-Arthritis (18,8 %) nachgewiesen werden. Insgesamt wurden von allen Patienten

38,6 % mit Frihsymptomen der Lyme-Borreliose und 34,7 % mit Spatsymptomen

diagnostiziert.

Anzahl

40 A

301

209

104

Serenverteilung

Abbildung 4.2.1-1: Serenverteilung je nach Diagnose
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Verteilung der Patienten

38.61% 39 Fruhinfektionen

34.65% 35 Spatinfektionen

000

26.73% 27 Atypische,
anderweitige Diagnosen

Total=101

Abbildung 4.2.1-2: Patienteneinteilung je nach Diagnosegruppe

Bei den ubrigen 27 Patienten (26,7 %) gab es unterschiedliche Grinde fir die
Untersuchung auf eine Lyme-Borreliose, die nicht mit den typischen
Borreliosesymptomen ubereinstimmen. Bei 13 (48,15 %) Patienten bestand ein
Infektionsverdacht aufgrund eines Zeckenbisses und bei 14 (51,85 %) gab es keine

Assoziation zu einem Zeckenbiss.

Verdachtsdiagnosen

Bl mit Zeckenbiss 13 (48.15%)
(3 ohne Zeckenbiss 14 (51.85%)

Total=27

Abbildung 4.2.1-3: Verteilung der Patienten mit atypischen, anderweitigen
Diagnosen mit oder ohne Zeckenbiss
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Im Folgenden werden die Untersuchungsgrtinde flr diese Patientengruppe dargestellt.

4.2.2 Serologischer Test ohne Assoziation zu Zeckenbiss:

Chronische Gelenkschmerzen

Infektassoziierte Urtikaria

Polyarthralgia unklarer Genese

Entzundliche Hautverdnderung am Bein

Erythema anulare centrifugum

Ekchymathdse nummulare Plaques am Integument und hyperkeratotisch-
rhagadiformes Handekzem

Drei Stichstellen unklarer Herkunft und Erythem an einer anderen Stelle

Hautveranderung (kein EM) am Oberschenkel

Chronische Muskelatrophie

Rezidivierende Fieberschiibe

Erysipelartige R6tung am Unterschenkel

Ro6tung und Schwellung am linken Ful3, dazu Verdacht auf Raynaud-Syndrom

Zirkumskripte Sklerodermie

4.2.3 Mit Zeckenbiss assoziierte atypische, anderweitige Diagnosen zum

Ausschluss:

Multiple Zeckenbisse, multiple erythematdse Makulae
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Chronische Muskelschmerzen, finf Jahre zuvor durchgemachte und therapierte

Lyme-Borreliose

Muskelschmerzen, zehn Jahre zuvor durchgemachte und therapierte Lyme-

Borreliose

Multiple Zeckenstiche

zwei Jahre zuvor Zeckenbiss ohne Symptome, angegeben wurde ein
Taubheitsgefiihl der linken Gesichtshélfte

Zwei Monate zuvor Zeckenbiss ohne Symptome

Zwei Wochen zuvor Zeckenbiss mit folgender Grippesymptomatik

Vier Wochen zuvor Zeckenbiss mit Rétung in der Leiste

Ein Jahr zuvor Zeckenbiss mit folgender Grippesymptomatik

Fibromyalgie

Myalgie

Verdacht auf Zeckenbiss

Verdacht auf Zeckenbiss

Verdacht auf Zeckenbiss
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4.3 Serologische Ergebnisse im Vergleich

4.3.1 Kompletter Serensatz: Serologie von LineBlot-

Gesamt-lgG und dazugehorigen Antigenen

Im Gesamtbefund des IgG-LineBlot waren 75,3 % (76) aller Seren positiv, 3,9 % (4)
grenzwertig und 20,8 % (21) negativ. Die IgG-VISE-Bande war in 77,2 % (78) der Falle
positiv und in 22,8 % (23) negativ. Die IgG-OspC-Bande war bei 34,7 % (35) positiv und
bei 65,3 % (66) negativ. Die IgG-DbpA-Bande war bei 34,7 % (35) positiv und bei 65,3 %
(66) negativ. Die 1gG-p83/100-Bande war bei 22,8 % (23) der Frihinfektionsfalle positiv,
bei 5,9 % (6) grenzwertig und bei 71,3 % (72) negativ. IgG p58 war im Immunoblot bei
16,8 % (17) der Proben positiv und bei 83,2 % (84) negativ.

Kompletter Serensatz IgG LineBlot Banden (n=101)

p58 B negativ
Ea grenzwertig
83/100 .
P Bl positiv

DbpA

OspC

VISE

Gesamt

0% 50% 100%

Abbildung 4.3.1-1: IgG-Immunoblot-Ergebnisse vom kompletten Serensatz

4.3.2 Kompletter Serensatz: Serologie von Multianalyt™-

Gesamt-lgG und dazugehoérigen Antigenen

Im Gesamtbefund des IgG-Multianalyt™ waren 62,4 % (63) aller Seren positiv, 14,9 %
(15) grenzwertig und 22,8 % (23) negativ. Der IgG-VIsSE-Analyt war in 70,3 % (71) der
Falle positiv, in 2 % (2) grenzwertig und in 27,7 % (28) negativ. Der IgG-OspC-Analyt
war bei 20,8 % (21) positiv, bei 4 % (4) grenzwertig und bei 75,2 % (76) negativ. Der IgG-
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DbpA-Analyt war bei 38,6 % (39) positiv, bei 2 % (2) grenzwertig und bei 59,4 % (60)
negativ. Der IgG-p83/100-Analyt war bei 13,9 % (14) der Frihinfektionsfalle positiv, bei
7,9 % (8) grenzwertig und bei 78,2 % (79) negativ. IgG p58 war im Multianalyt™ bei 9,9

% (10) der Proben positiv, bei 4 % (4) grenzwertig und bei 86,1 % (87) negativ.

Kompletter Serensatz IgG Multianalyt™ Analyte (n=101)

058 E negativ
grenzwertig
83/100
P Bl positiv
DbpA
OspC
VISE
Gesamt
1 1 1
0% 50% 100%

Abbildung 4.3.2-1: IgG-Multianalyt-Ergebnisse vom kompletten Serensatz

4.3.3 Kompletter Serensatz: Ubereinstimmung von

Multianalyt™- und LineBlot-IgG

Die Korrespondenz der beiden Methoden ergab beim Gesamtbefund aller IgG-Seren

eine Rate von 81,2 % (82) Ubereinstimmenden, 3,9 % (4) unterschiedlichen und 14,9 %

(15) grenzwertigen Ergebnissen.

Die Korrespondenz der beiden Methoden ergab beziiglich des Antigens VISE IgG eine
Rate von 90,1 % (91) Ubereinstimmenden, 7,9 % (8) unterschiedlichen und 2 % (2)

grenzwertigen Ergebnissen.

Bei der Ubereinstimmung fiir OspC IgG fanden sich 73,3 % (74) ubereinstimmende,

22,8 % (23) unterschiedliche und 3,9 % (4) grenzwertige Ergebnisse.

Bei der Ubereinstimmung fiir DbpA 1gG fanden sich 62,4 % (63) ibereinstimmende,
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35,6 % (36) unterschiedliche und 2 % (2) grenzwertige Ergebnisse.

Die Korrespondenz der beiden Methoden im Vergleich ergab beziglich des Antigens
p83/100 IgG eine Rate von 83,2 % (84) Ubereinstimmenden, 8,9 % (9) unterschiedlichen

und 7,9 % (8) grenzwertigen Ergebnissen.

Fur das Antigen p58 IgG hatten die beiden getesteten Methoden eine Korrespondenz
von 87,1 % (88). Bei 8,9 % (9) gab es keine Ubereinstimmung und 4 % (4) bildeten
grenzwertige Ergebnisse.

Ubereinstimmung kompletter Serensatz IgG

grenzwertig
Il unterschiedlich
Il ibereinstimmend
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Abbildung 4.3.3-1: Ubereinstimmung der beiden IgG-Testmethoden vom kompletten

Serensatz

4.3.4 Kompletter Serensatz: Serologie von LineBlot-

Gesamt-IgM und dazugehdrigen Antigenen

Im Gesamtbefund des IgM-LineBlot waren 53,9 % (56) aller Seren positiv und 46,1 %
(45) negativ. Die IgM-VIsE-Bande war in 5,9 % (6) der Falle positiv und in 94,1 % (95)
negativ. Die Bande fur IgM OspC war in 45,6 % (46) der Falle positiv, in 1% (1)
grenzwertig und in 53,5 % (54) negativ. Im LineBlot war IgM p41 bei 60,4 % (61) der

untersuchten Fruhinfektionen positiv und bei 39,6 % (40) negativ.
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Kompletter Serensatz IgM LineBlot Banden (n=101)

= negativ
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Abbildung 4.3.4-1: IgM-Immunoblot-Ergebnisse vom kompletten Serensatz

4.3.5 Kompletter Serensatz: Serologie von Multianalyt™-

Gesamt-IgM und dazugehdrigen Antigenen

Im Gesamtbefund des IgM-Multianalyt™ waren 34,7 % (35) aller Proben positiv, 3 %
(3) grenzwertig und 62,4 % (63) negativ. Der IgM-VIsE-Analyt war bei 3 % (3) positiv, bei
6,9 % (7) grenzwertig und bei 90,1 % (91) negativ. Der Analyt fir IgM OspC war flr
34,7 % (35) positiv, bei 3 % (3) grenzwertig und bei 62,4 % (63) negativ. Im Multianalyt™
war IgM p41 bei 1 % (1) der Frihinfektionsseren grenzwertig und bei 99 % (100) negativ.

Kompletter Serensatz IgM Multianalyt™ Analyte (n=101)
1 negativ
pal , .
K grenzwertig
Bl positiv
OspC
VISE
Gesamt
] 1 1
0% 50% 100%

Abbildung 4.3.5-1: IgM-Multianalyt-Ergebnisse vom kompletten Serensatz
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4.3.6 Kompletter Serensatz: Ubereinstimmung von

Multianalyt™- und LineBlot-IgM

Die Korrespondenz der beiden Methoden ergab beim Gesamtbefund aller IgM-Seren
eine Rate von 77,2 % (78) Ubereinstimmenden, 19,8 % (20) unterschiedlichen und 3 %

(3) grenzwertigen Ergebnissen.

Im direkten Vergleich fur VISE IgM fanden sich 86,1 % (87) Ubereinstimmende, 6,9 %
(7) unterschiedliche und 6,9 % (7) grenzwertige Ergebnisse.

Fur das Antigen OspC IgM hatten die beiden getesteten Methoden eine Korrespondenz
von 83,1 % (84). Bei 13,9 % (14) gab es keine Ubereinstimmung und 3 % (3) bildeten

grenzwertige Ergebnisse.

Die Korrespondenz der beiden Methoden ergab beziiglich des Antigens p41 IgM eine
Rate von 37,6 % (38) Ubereinstimmenden, 61,4 % (62) unterschiedlichen und 1 % (1)

grenzwertigen Ergebnissen.

Ubereinstimmung kompletter Serensatz IgM

grenzwertig
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Abbildung 4.3.6-1: Ubereinstimmung der beiden IgM-Testmethoden vom kompletten

Serensatz
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4.3.7 Frahinfektionen: Serologie von LineBlot-Gesamt-IgG

und dazugehorigen Antigenen

Im Gesamtbefund des IgG-LineBlot waren 79,5 % (31) der Fruhinfektionsseren positiv,
2,6 % (1) grenzwertig und 17,9 % (7) negativ. Die IgG-VIsE-Bande war in 79,5 % (31)
der Falle positiv und in 20,5 % (8) negativ. Die IgG-OspC-Bande war bei 43,6 % (17)
positiv und bei 56,4 % (22) negativ. Die IlgG-DbpA-Bande war bei 20,8 % (9) positiv und
bei 79,2 % (30) negativ. Die IgG-p83/100-Bande war bei 2,6 % (1) der Frihinfektionsfalle
positiv und bei 97,4 % (38) negativ. IgG p58 war im Immunaoblot bei 5,1 % (2) der Proben
positiv und bei 94,9 % (37) negativ.

Fruhinfektionen IgG LineBlot Banden (n=39)

p58 = negativ
grenzwertig
83/100
P Bl positiv
DbpA
OspC
VIsSE
Gesamt
I L] 1
0% 50% 100%

Abbildung 4.3.7-1: IlgG-Immunoblot-Ergebnisse der Frihinfektionsseren

4.3.8 Frihinfektionen: Serologie von Multianalyt™-

Gesamt-lgG und dazugehoérigen Antigenen

Im Gesamtbefund des IgG-Multianalyt™ waren 61,5 % (24) der Fruhinfektionsseren
positiv, 20,5 % (8) grenzwertig und 18 % (7) negativ. Der IgG-VISE-Analyt war in 69,2 %
(27) der Félle positiv, in 2,6 % (1) grenzwertig und in 28,2 % (11) negativ. Der IgG-OspC-
Analyt war bei 28,2 % (11) positiv, bei 2,6 % (1) grenzwertig und bei 69,2 % (27) negativ.
Der 1gG-DbpA-Analyt war bei 25,6 % (10) positiv, bei 2,6 % (1) grenzwertig und bei
71,8 % (28) negativ. Der IgG-p83/100-Analyt war bei 10,3 % (4) der Fruhinfektionsfalle
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positiv, bei 7,7 % (3) grenzwertig und bei 82,1 % (32) negativ. IgG p58 war im
Multianalyt™ bei 5,1 % (2) der Proben positiv und bei 94,9 % (37) negativ.

Fruhinfektionen IgG Multianalyt™ Analyte (n=39)
negativ
p58 = t
grenzwertig
83/100 L.
P Bl positiv
DbpA
OspC
VISE
Gesamt
I L} 1
0% 50% 100%

Abbildung 4.3.8-1: IgG-Multianalyt-Ergebnisse der Fruhinfektionsseren

4.3.9 Fruhinfektionen: Ubereinstimmung von

Multianalyt™- und LineBlot-IgG-Ergebnissen

Die Korrespondenz der beiden Methoden ergab beim Gesamtbefund der Frihstadien
IgG-Seren eine Rate von 76,9 % (30) tUbereinstimmenden und 23,1 % (9) grenzwertigen

Ergebnissen.

Die Korrespondenz der beiden Methoden ergab bezlglich des Antigens VISE IgG eine
Rate von 84,6 % (33) Ubereinstimmenden, 12,8 % (5) unterschiedlichen und 2,6 % (1)

grenzwertigen Ergebnissen.

Im direkten Vergleich fir OspC IgG fanden sich 79,5 % (31) tbereinstimmende, 18 %

(7) unterschiedliche und 2,6 % (1) grenzwertige Ergebnisse.

Im direkten Vergleich fur DbpA 1gG fanden sich 69,2 % (27) Ubereinstimmende, 28,2 %

(11) unterschiedliche und 2,6 % (1) grenzwertige Ergebnisse.

Die Korrespondenz der beiden Methoden ergab bezilglich des Antigens p83/100 IgG
eine Rate von 89,6 % (35) Ubereinstimmenden, 5,1 % (2) grenzwertigen und 5,1% (2)
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unterschiedlichen Ergebnissen.

Fur das Antigen p58 IgG hatten die beiden getesteten Methoden eine Korrespondenz
von 94,9 % (37). Bei 2,6 % (1) gab es keine Ubereinstimmung und 2,6 % (1) bildeten

grenzwertige Ergebnisse.

Ubereinstimmung Frihinfektionen IgG

Ea grenzwertig
Bl unterschiedlich
Bl ubereinstimmend
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Abbildung 4.3.9-1: Ubereinstimmung der beiden IgG-Testmethoden der

Frihinfektionsseren

4.3.10 Frahinfektionen: Serologie von LineBlot-Gesamt-IgM

und dazugehoérigen Antigenen

Im Gesamtbefund des IgM-LineBlot waren 53,9 % (21) der Frilhinfektionsfélle positiv
und 46,1 % (18) negativ. Die IgM-VIsE-Bande war in 7,7 % (3) der Félle positiv und in
92,3 % (36) negativ. Die Bande fur IgM OspC war in 43,6 % (17) der Falle positiv und in
56,4 % (22) negativ. Im LineBlot war IgM p41 bei 59 % (23) der untersuchten
Frahinfektionen positiv und bei 41 % (16) negativ.
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Fruhinfektionen IgM LineBlot Banden (n=39)
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Abbildung 4.3.10-1: IgM-Immunoblot-Ergebnisse der Frihinfektionsseren

4.3.11 Frahinfektionen: Serologie von Multianalyt™-

Gesamt-IgM und dazugehdrigen Antigenen

Im Gesamtbefund des IgM-Multianalyt™ waren 35,9 % (14) der Fruhinfektionsfalle
positiv, 2,6 % (1) grenzwertig und 61,5 % (24) negativ. Der IgM-VISE-Analyt war bei
2,6 % (1) positiv, bei 7,8 % (3) grenzwertig und bei 89,7 % (35) negativ. Der Analyt fur
IgM OspC war 35,9 % (14) positiv und bei 64,1 % (25) negativ. Im Multianalyt™ war IgM

p41 bei 2,6 % (1) der Fruhinfektionsseren positiv und bei 97,4 % (38) negativ.

Frihinfektionen IgM Multianalyt™ Analyte (n=39)
E1 negativ
pal .
g grenzwertig
Hl positiv
OspC
VISE
Gesamt
] 1 1
0% 50% 100%

Abbildung 4.3.11-1: IgM-Immunoblot-Ergebnisse der Friihinfektionsseren
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4.3.12 Fruhinfektionen: Ubereinstimmung von

Multianalyt™- und LineBlot-lgM-Ergebnissen

Die Korrespondenz der beiden Methoden ergab beim Gesamtbefund der
FrUhinfektions-lgM-Seren eine Rate von 82,1 % (32) Ubereinstimmenden, 15,4 % (6)
unterschiedlichen und 2,6 % (1) grenzwertigen Ergebnissen.

Im direkten Vergleich fur VISE IgM fanden sich 87,2 % (34) Ubereinstimmende, 5,1 %
(2) unterschiedliche und 7,7 % (3) grenzwertige Ergebnisse.

Fur das Antigen OspC IgM hatten die beiden getesteten Methoden eine Korrespondenz

von 92,3 % (36). Bei 7,7 % (3) gab es keine Ubereinstimmenden Ergebnisse.

Die Korrespondenz der beiden Methoden ergab beziiglich des Antigens p41 IgM eine

Rate von 41 % (16) Ubereinstimmenden und 59 % (23) unterschiedlichen Ergebnissen.

Ubereinstimmung Frihinfektionen IgM

grenzwertig

p4l ] )
Bl unterschiedlich
Bl ibereinstimmend
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VISE

Gesamtbefund

0% 50% 100%

Abbildung 4.3.12-1: Ubereinstimmung der beiden IgM-Testmethoden der

Frihinfektionsseren

4.3.13 ECM: Serologie von LineBlot-Gesamt-IgG und

dazugehdrigen Antigenen

Im Gesamtbefund des IgG LineBlot waren 79,4 % (27) der ECM-Seren positiv, 2,9 %
(1) grenzwertig und 17,7 % (6) negativ. Die IgG-VIsSE-Bande war in 82,4 % (28) der Falle
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positiv und in 17,6 % (6) negativ. Die Bande fur IgG OspC war in 44,1 % (15) der Félle
positiv und in 55,9 % (19) negativ. Im LineBlot war IgG DbpA bei 17,7 % (6) der
untersuchten ECM-Falle positiv und bei 82,3 % (28) negativ. Die 1gG-p83/100-Bande
war bei 100 % (34) negativ. Die Bande fur 1IgG p58 war bei 2,9 % (1) positiv und bei
97,1 % (33) negativ.

ECM IgG LineBlot Analyte (n=34)
p58 = negativ
| grenzwertig
83/100
P Hl positiv
DbpA
OspC
VIsSE
Gesamt
I L] 1
0% 50% 100%

Abbildung 4.3.13-1: IgG-Immunoblot-Ergebnisse der ECM-Seren

4.3.14 ECM: Serologie von Multianalyt™-Gesamt-lgG und

dazugehdrigen Antigenen

Im Gesamtbefund des IgG-Multianalyt™ waren 61,8 % (21) der ECM-Seren positiv,
20,6 % (7) grenzwertig und 17,7 % (6) negativ. Der IgG-VISE-Analyt war in 70,6 % (24)
der Falle positiv, in 2,9 % (1) grenzwertig und in 26,5 % (9) negativ. Der IgG-OspC-
Analyt war bei 29,4 % (10) positiv, bei 2,9 % (1) grenzwertig und bei 67,7 % (23) negativ.
Der IgG-DbpA-Analyt war bei 26,5 % (9) positiv, bei 2,9 % (1) grenzwertig und bei
70,6 % (24) negativ. Der 1gG-p83/100-Analyt war bei 5,9 % (2) der ECM-Félle positiv,
bei 8,8 % (3) grenzwertig und bei 85,3 % (29) negativ. IgG p58 war im Multianalyt™ bei
2,9 % (1) der Proben grenzwertig und bei 97,1 % (33) negativ.
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ECM IgG Multianalyt™ Analyte (n=34)
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Abbildung 4.3.14-1: IgG-Multianalyt-Ergebnisse der ECM-Seren

4.3.15 ECM: Ubereinstimmung von Multianalyt™- und
LineBlot-lgG- Ergebnissen

Die Korrespondenz der beiden Methoden ergab beim Gesamtbefund der ECM-IgG-
Seren eine Rate von 76,5 % (26) Ubereinstimmenden und 23,5 % (8) grenzwertigen
Ergebnissen. Die getestesten Seren stammten von Patienten mit gesicherten ECM

Diagnosen, welche die charakteristischen Hautveranderungen zeigten.

Die Korrespondenz der beiden Methoden ergab bezlglich des Antigens VISE IgG eine
Rate von 82,4 % (28) Ubereinstimmenden, 14,7 % (5) unterschiedlichen und 2,9 % (1)

grenzwertigen Ergebnissen.

Im direkten Vergleich fir OspC IgG fanden sich 79,4 % (27) Gbereinstimmende, 17,7 %

(6) unterschiedliche und 2,9 % (1) grenzwertige Ergebnisse.

Im direkten Vergleich fir DbpA 1gG fanden sich 73,5% (25) tUbereinstimmende, 23,5%

(8) unterschiedliche und 2,9% (1) grenzwertige Ergebnisse.
Die Korrespondenz der beiden Methoden ergab bezlglich des Antigens p83/100 IgG

eine Rate von 85,4 % (30) Ubereinstimmenden, 4,2 % (2) unterschiedlichen und 10,4 %

(2) grenzwertigen Ergebnissen.
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Fur das Antigen p58 IgG hatten die beiden getesteten Methoden eine Korrespondenz
von 94,1 % (32). Bei 2,9 % (1) gab es keine Ubereinstimmung und 2,9 % (1) bildeten

grenzwertige Ergebnisse.

Ubereinstimmung ECM IgG
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Abbildung 4.3.15-1: Ubereinstimmung der beiden IgG-Testmethoden der ECM-Seren

4.3.16 ECM: Serologie von LineBlot-Gesamt-IlgM und

dazugehdrigen Antigenen

Im Gesamtbefund des IgM-LineBlot waren 55,9 % (19) der ECM-Félle positiv und
44,1 % (15) negativ. Die IgM-VIsE-Bande war in 8,8 % (3) der Falle positiv und in 91,2 %
(31) negativ. Die Bande fir IgM OspC war in 44,1 % (15) der Falle positiv und in 55,9 %
(19) negativ. Im LineBlot war IgM p41 bei 58,8 % (20) der untersuchten ECM-Seren
positiv und bei 41,2 % (14) negativ.
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ECM IgM LineBlot Banden (n=34)
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Abbildung 4.3.16-1: IgM-Immunoblot-Ergebnisse der ECM-Seren

4.3.17 ECM: Serologie von Multianalyt™-Gesamt-IgM und

dazugehdrigen Antigenen

Im Gesamtbefund des IgM-Multianalyt™ waren 38,2 % (13) der ECM-Falle positiv,
2,9 % (1) grenzwertig und 58,8 % (20) negativ. Der IgM-VIsE-Analyt war bei 8,8 % (3)
grenzwertig und bei 91,2 % (31) negativ. Der Analyt fur IgM OspC war bei 38,2 % (13)
positiv und bei 61,8 % (21) negativ. Im Multianalyt™ war IgM p41 bei 100 % (34) der

ECM-Seren negativ.

ECM IgM Multianalyt™ Analyte (n=34)
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Abbildung 4.3.17-1: IgM-Multianalyt-Ergebnisse der ECM-Seren
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4.3.18 ECM: Ubereinstimmung von Multianalyt™- und
LineBlot-IgM-Ergebnissen

Die Korrespondenz der beiden Methoden ergab beim Gesamtbefund der ECM-IgM-
Seren eine Rate von 82,4 % (28) Ubereinstimmenden, 14,7 % (5) unterschiedlichen und

2,9 % (1) grenzwertigen Ergebnissen.

Im direkten Vergleich fur VISE IgM fanden sich 88,2 % (30) Ubereinstimmende, 2,9 %
(1) unterschiedliche und 8,8 % (3) grenzwertige Ergebnisse.

Fur das Antigen OspC IgM hatten die beiden getesteten Methoden eine Korrespondenz

von 94,1 % (32). Bei 5,9 % (2) gab es keine Ubereinstimmenden Ergebnisse.

Die Korrespondenz der beiden Methoden ergab beziiglich des Antigens p41 IgM eine
Rate von 44,1% (15) Ubereinstimmenden und 55,9 % (19) unterschiedlichen

Ergebnissen.

Ubereinstimmung ECM IgM
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Abbildung 4.3.18 -1: Ubereinstimmung der beiden IgM-Testmethoden der ECM-Seren

4.3.19 MEM: Serologie von LineBlot-Gesamt-IgG und

dazugehdrigen Antigenen

Im Gesamtbefund des IgG-LineBlot waren 100 % (2) der MEM-Seren positiv. Die 1gG-
VIsE-Bande war in 100 % (2) der Falle positiv. Die Bande fir IgG OspC war in 50 % (1)
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der Falle positiv und in 50 % (1) negativ. Im LineBlot war IgG DbpA bei 50 % (1) der
untersuchten MEM-Falle positiv und bei 50 % (1) negativ. Die 1gG-p83/100-Bande war
bei 50 % (1) der Féalle positiv und bei 50 % (1) negativ. Bei den analysierten MEM-Seren
war die Bande fir IgG p58 bei 50 % (1) positiv und bei 50 % (1) negativ.

MEM IgG LineBlot Banden (n=2)
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Abbildung 4.3.19-1: IgG-Immunoblot-Ergebnisse der MEM-Seren

4.3.20 MEM: Serologie von Multianalyt™-Gesamt-lgG und

dazugehdrigen Antigenen

Im Gesamtbefund des IgG-Multianalyt™ waren 100 % (2) der MEM-Seren positiv. Der
IgG-VIsE-Analyt war in 100 % (2) der Falle positiv. Der IgG-OspC-Analyt war bei 50 %
(1) positiv und bei 50 % (1) negativ. Der IgG-DbpA-Analyt war bei 50 % (1) positiv, bei
50 % (1) negativ. Der 1gG-p83/100-Analyt war bei 50 % (1) der MEM-Falle positiv und
bei 50 % (1) negativ. IgG p58 war im Multianalyt™ bei 50 % (1) positiv, bei 50 % (1)

negativ.
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MEM IgG Multianalyt™ Analyte (n=2)
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Abbildung 4.3.20-1: IgG-Multianalyt-Ergebnisse der MEM-Seren

4.3.21 MEM: Ubereinstimmung von Multianalyt™- und
LineBlot-IgG-Ergebnissen

Die Korrespondenz der beiden Methoden ergab beim Gesamtbefund der MEM-IgG-
Seren eine Rate von 100 % (2) Ubereinstimmenden Ergebnissen. Die getestesten Seren
stammten von Patienten mit gesicherten MEM Diagnosen, welche die charakteristischen

Hautveranderungen zeigten.

Die Korrespondenz der beiden Methoden ergab bezlglich des Antigens VISE IgG eine

Rate von 100 % (2) Ubereinstimmenden Ergebnissen.

Im direkten Vergleich fir OspC IgG fanden sich 100 % (2) ulbereinstimmende

Ergebnisse.
Im direkten Vergleich fir DbpA 1gG fanden sich 100 % (2) unterschiedliche Ergebnisse.

Die Korrespondenz der beiden Methoden ergab bezlglich des Antigens p83/100 IgG

eine Rate von 100 % (2) Ubereinstimmenden Ergebnissen.

Fur das Antigen p58 IgG hatten die beiden getesteten Methoden eine Korrespondenz
von 100 % (2).
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Ubereinstimmung MEM IgG
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Abbildung 4.3.21-1: Ubereinstimmung der beiden IgG-Testmethoden der MEM-Seren

4.3.22 MEM: Serologie von LineBlot-Gesamt-IgM und

dazugehdrigen Antigenen

Im Gesamtbefund des IgM-LineBlot waren 50 % (1) der MEM-Falle positiv und 50 %
(1) negativ. Die IgM-VIsE-Bande war in 100 % (2) der Falle negativ. Die Bande fir IgM
OspC war in 50 % (1) der Falle positiv und in 50 % (1) negativ. Im LineBlot war IgM p41
bei 100 % (2) untersuchten MEM-Seren positiv.

MEM IgM LineBlot Banden (n=2)
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Abbildung 4.3.22-1: IgM-Immunoblot-Ergebnisse der MEM-Seren
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4.3.23 MEM: Serologie von Multianalyt™-Gesamt-lgM und

dazugehdrigen Antigenen

Im Gesamtbefund des IgM-Multianalyt™ waren 50 % (1) der MEM-Félle positiv und
50 % (1) negativ. Der IgM-VIsE-Analyt war bei 50 % (1) positiv und bei 50 % (1) negativ.
Die Analyt fur IgM OspC war bei 50 % (1) positiv und bei 50 % (1) negativ. Im
Multianalyt™ war IgM p41 bei 100 % (2) der MEM-Seren negativ.

MEM IgM Multianalyt™ Analyte (n=2)
E negativ
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Abbildung 4.3.23-1: IgM-Multianalyt-Ergebnisse der MEM-Seren

4.3.24 MEM: Ubereinstimmung von Multianalyt™- und
LineBlot-IlgM-Ergebnissen

Die Korrespondenz der beiden Methoden ergab beim Gesamtbefund der MEM-IgM-

Seren eine Rate von 100 % (2) Ubereinstimmenden Ergebnissen.

Im direkten Vergleich fur VISE IgM fand sich zu 50 % (1) ein Gbereinstimmendes und zu

50 % (1) ein unterschiedliches Ergebnis.

Fur das Antigen OspC IgM hatten die beiden getesteten Methoden eine Korrespondenz
von 100 % (2).

Die Korrespondenz der beiden Methoden ergab bezliglich des Antigens p41 IgM eine
Rate von 100 % (2) unterschiedlichen Ergebnissen.
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Ubereinstimmung MEM IgM
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Abbildung 4.3.24-1: Ubereinstimmung der beiden IgM-Testmethoden der MEM-Seren

4.3.25 Lymphozytom: Serologie von LineBlot-Gesamt-IgG

und dazugehorigen Antigenen

Im Gesamtbefund des IgG-LineBlot waren 66,7 % (2) der Lymphozytom-Seren positiv
und 33,3 % (1) negativ. Die IgG-VIsE-Bande war bei 33,3 % (1) der Falle positiv und bei
66,7 % (2) negativ. Die Bande fur IgG OspC war in 33,3 % (1) der Falle positiv und in
66,7 % (2) negativ. Im LineBlot war IgG DbpA bei 66,7 % (2) der untersuchten
Lymphozytom-Falle positiv und bei 33,3 % (1) negativ. Die IgG-p83/100-Bande war bei

100 % (3) der Falle negativ. Bei den analysierten Lymphozytom-Seren war die Bande fur

IgG p58 bei 100 % (3) negativ.
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Lymphozytom IgG LineBlot Banden (n=3)
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Abbildung 4.3.25-1: IgG-Immunoblot-Ergebnisse der Lymphozytom-Seren

4.3.26 Lymphozytom: Serologie von Multianalyt™-Gesamt-lgG

und dazugehoérigen Antigenen

Im Gesamtbefund des IgG-Multianalyt™ waren 33,3 % (1) der Lymphozytom-Seren
positiv, 33,3 % (1) grenzwertig und 33,3 % (1) negativ. Der IgG-VISE-Analyt war in
33,3 % (1) der Falle positiv und bei 66,7 % (2) negativ. Der IgG-OspC-Analyt war bei
100 % (3) negativ. Der IgG-DbpA-Analyt war bei 100 % (3) negativ. Der 1gG-p83/100-
Analyt war bei 33,3 % (1) der Lymphozytom-Félle positiv und bei 66,7 % (2) negativ. IgG
p58 war im Multianalyt™ bei 33,3 % (1) positiv und bei 66,7 % (2) negativ.

Lymphozytom IgG Multianalyt™ Analyte (n=3)
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Abbildung 4.3.26-1: IgG-Multianalyt-Ergebnisse der MEM-Seren
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4.3.27 Lymphozytom: Ubereinstimmung von Multianalyt™- und

LineBlot-IgG-Ergebnissen

Die Korrespondenz der beiden Methoden ergab beim Gesamtbefund der
Lymphozytom-IgG-Seren eine Rate von 66,6 % (2) Ubereinstimmenden und 33,3 % (1)

grenzwertigen Ergebnissen.

Die Korrespondenz der beiden Methoden ergab beziiglich des Antigens VISE IgG eine

Rate von 100 % (3) Ubereinstimmenden Ergebnissen.

Im direkten Vergleich fir OspC IgG fanden sich 66,6 % (2) Ubereinstimmende und
33,3 % (1) unterschiedliche Ergebnisse.

Im direkten Vergleich fir DbpA IgG fanden sich 66,6 % (2) Ubereinstimmende und
33,3 % (1) unterschiedliche Ergebnisse.

Die Korrespondenz der beiden Methoden ergab bezlglich des Antigens p83/100 IgG

eine Rate von 100 % (3) Ubereinstimmenden Ergebnissen.

Fur das Antigen p58 IgG hatten die beiden getesteten Methoden eine Korrespondenz
von 100 % (3).
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Abbildung 4.3.27-1:

Lymphozytom-Seren

Ubereinstimmung
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IgG-Testmethoden

der
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4.3.28 Lymphozytom: Serologie von LineBlot-Gesamt-IlgM und

dazugehdrigen Antigenen

Im Gesamtbefund des IgM-LineBlot waren 33,3 % (1) der Lymphozytom-Félle positiv
und 66,7 % (2) negativ. Die IgM-VIsE-Bande war in 100 % (3) der Falle negativ. Die
Bande fir IgM OspC war in 33,3 % (1) der Félle positiv und in 66,7 % (2) negativ. Im
LineBlot war IgM p41 bei 33,3 % (1) der untersuchten Lymphozytom-Seren positiv und
bei 66,7 % (2) negativ.

Lymphozytom IgM Multianalyt™ Analyte (n=3)
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Abbildung 4.3.28-1: IgM-Immunoblot-Ergebnisse der Lymphozytom-Seren

4.3.29 Lymphozytom: Serologie von Multianalyt™-Gesamt-IgM

und dazugehorigen Antigenen

Im Gesamtbefund des IgM-Multianalyt™ waren 100 % (3) der Lymphozytom-Falle
negativ. Der IgM-VIsSE-Analyt war bei 100 % (3) negativ. Der Analyt fir IgM OspC war
100 % (3) negativ. Im Multianalyt™ war IgM p41 bei 33,3 % (1) der Lymphozytom-Seren
positiv und bei 66,7 % (2) negativ.
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Lymphozytom IgM Multianalyt™ Analyte (n=3)
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Abbildung 4.3.29-1: IgM-Immunoblot-Ergebnisse der Lymphozytom-Seren

4.3.30 Lymphozytom: Ubereinstimmung von Multianalyt™- und

LineBlot-IlgM-Ergebnissen

Die Korrespondenz der beiden Methoden ergab beim Gesamtbefund der MEM-IgM-

Seren eine Rate von 66,6 % (2) Ubereinstimmenden und 33,3 % (1) unterschiedlichen

Ergebnissen.

Im direkten Vergleich fir VISE IgM fanden sich 100 % (3) tUibereinstimmende Ergebnisse.

Fur das Antigen OspC IgM hatten die beiden getesteten Methoden eine Korrespondenz

von 66,6 % (2). Bei 33,3 % (1) war das Ergebnis unterschiedlich.

Die Korrespondenz der beiden Methoden ergab beziiglich des Antigens p41 IgM eine

Rate von 33,3 % (1) Ubereinstimmenden und 66,6 % (2) unterschiedlichen Ergebnissen.
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Ubereinstimmung Lymphozytom IgM
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Abbildung 4.3.30-1: Ubereinstimmung der beiden IgM-Testmethoden der
Lymphozytom-Seren

4.3.31 Spatinfektionen: Serologie von LineBlot-Gesamt-IgG und

dazugehdrigen Antigenen

Im Gesamtbefund des IgG-LineBlot waren 100 % (35) der Spéatinfektionsseren positiv.
Die IgG-VIsE-Bande war in 100% (35) der Falle positiv. Die IgG-OspC-Bande war bei
37,1 % (13) positiv und bei 62,9 % (22) negativ. Die IgG-DbpA-Bande war bei 57,1 %
(20) positiv und bei 42,9 % (15) negativ. Die IgG-p83/100-Bande war bei 51,4 % (18) der
Spatinfektionsfalle positiv und bei 48,6 % (17) negativ. IgG p58 war im Immunaoblot bei
28,6 % (10) der Proben positiv und bei 71,4 % (25) negativ.
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Spatinfektionen IgG LineBlot Banden (n=35)
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Abbildung 4.3.31-1: IgG-Immunoblot-Ergebnisse der Spatinfektionsseren

4.3.32 Spéatinfektionen: Serologie von Multianalyt™-Gesamt-IgG

und dazugehorigen Antigenen

Im Gesamtbefund des IgG-Multianalyt™ waren 85,7 % (30) der Spétinfektionsseren
positiv, 11,4 % (4) grenzwertig und 2,9 % (1) negativ. Der IgG-VIsE-Analyt war in 94,3 %
(33) der Falle positiv und in 5,7 % (2) negativ. Der IgG-OspC-Analyt war bei 14,3 % (5)
positiv, bei 5,7 % (2) grenzwertig und bei 80 % (28) negativ. Der IgG-DbpA-Analyt war
bei 62,9 % (22) positiv, bei 2,9 % (1) grenzwertig und bei 34,3 % (12) negativ. Der IgG-
p83/100-Analyt war bei 22,9% (8) der Spatinfektionsfalle positiv, bei 8,6 % (3)
grenzwertig und bei 68,6 % (24) negativ. IgG p58 war im Multianalyt™ bei 20 % (7) der

Proben positiv, bei 5,7 % (2) grenzwertig und bei 74,3 % (26) negativ.
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Spatinfektionen IgG Multianalyt™ Analyte (n=35)
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Abbildung 4.3.32-1: IgG-Multianalyt-Ergebnisse der Spéatinfektionsseren

4.3.33 Spatinfektionen: Ubereinstimmung von Multianalyt™-

und LineBlot-IlgG-Ergebnissen

Die Korrespondenz der beiden Methoden ergab beim Gesamtbefund der Spatstadien-
IgG-Seren eine Rate von 85,7 % (30) Ubereinstimmenden, 2,9 % (1) unterschiedlichen

und 11,4 % (4) grenzwertigen Ergebnissen.

Die Korrespondenz der beiden Methoden ergab bezlglich des Antigens VISE IgG eine

Rate von 94,3 % (33) Ubereinstimmenden und 5,7 % (2) unterschiedlichen Ergebnissen.

Im direkten Vergleich flir OspC IgG fanden sich 57,1 % (20) tUbereinstimmende, 37,1 %
(13) unterschiedliche und 5,7 % (2) grenzwertige Ergebnisse.

Im direkten Vergleich fur DbpA 1gG fanden sich 37,1 % (13) ubereinstimmende, 60 %
(21) unterschiedliche und 2,9 % (1) grenzwertige Ergebnisse.

Die Korrespondenz der beiden Methoden ergab bezilglich des Antigens p83/100 IgG
eine Rate von 74,3 % (26) Ubereinstimmenden, 14,3 % (5) unterschiedlichen und 11,4 %

(4) grenzwertigen Ergebnissen.

Fur das Antigen p58 IgG hatten die beiden getesteten Methoden eine Korrespondenz
von 82,9 % (29). Bei 11,4 % (4) gab es keine Ubereinstimmung und 5,7 % (2) bildeten
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grenzwertige Ergebnisse.

Ubereinstimmung Spatinfektionen IgG
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Abbildung 4.3.33-1: Ubereinstimmung der beiden IgG-Testmethoden der

Spatinfektionsseren

4.3.34 Spéatinfektionen: Serologie von LineBlot-Gesamt-IgM und

dazugehdrigen Antigenen

Im Gesamtbefund des IgM-LineBlot waren 54,3 % (19) der Spatinfektionenfélle positiv
und 45,7 % (16) negativ. Die IgM-VIsE-Bande war bei 8,6 % (3) der Falle positiv und bei
91,4 % (32) negativ. Die Bande fir IgM OspC war bei 48,6 % (17) der Féalle positiv und
bei 51,4 % (18) negativ. Im LineBlot war IgM p41 bei 57,1 % (20) der untersuchten

Spatinfektionsseren positiv und bei 42,9 % (15) negativ.
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Spatinfektionen IgM Multianalyt™ Analyte (n=35)
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Abbildung 4.3.34-1: IgG-Immunoblot-Ergebnisse der Spatinfektionsseren

4.3.35 Spatinfektionen: Serologie von Multianalyt™-Gesamt-IgM

und dazugehorigen Antigenen

Im Gesamtbefund des IgM-Multianalyt™ waren 37,1 % (13) der Spatinfektionsfalle
positiv, 2,9 % (1) grenzwertig und 60 % (21) negativ. Der IgM-VIsE-Analyt war bei 4,9 %
(2) positiv, bei 2,4 % (1) grenzwertig und bei 92,7 % (32) negativ. Der Analyt fur IgM
OspC war bei 40 % (14) positiv, bei 2,9 % (1) grenzwertig und bei 57,1 % (20) negativ.
Im Multianalyt™ war IgM p41 bei 2,9 % (1) der Spéatinfektionsseren grenzwertig und bei

97,1 % (34) negativ.
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Abbildung 4.3.35-1: IgG-Multianalyt-Ergebnisse der Spéatinfektionsseren
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4.3.36 Spatinfektionen: Ubereinstimmung von Multianalyt™-

und LineBlot-IgG-Ergebnissen

Die Korrespondenz der beiden Methoden ergab beim Gesamtbefund der
Spatinfektionsseren bei IgM-Seren eine Rate von 82,9 % (29) uUbereinstimmenden,
14,3 % (5) unterschiedlichen und 2,9 % (1) grenzwertigen Ergebnissen.

Im direkten Vergleich fur VISE IgM fanden sich 82,9 % (29) tubereinstimmende, 14,3 %
(5) unterschiedliche und 2,9 % (1) grenzwertige Ergebnisse.

Fur das Antigen OspC IgM hatten die beiden getesteten Methoden eine Korrespondenz
von 85,7 % (30). Bei 11,4 % (4) gab es keine Ubereinstimmung und 2,9 % (1) bildeten
grenzwertige Ergebnisse.

Die Korrespondenz der beiden Methoden ergab beziiglich des Antigens p41 IgM eine
Rate von 37,1 % (13) ubereinstimmenden, 60 % (21) unterschiedlichen und 2,9 % (1)

grenzwertigen Ergebnissen.
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Abbildung 4.3.36-1: Ubereinstimmung der beiden IgM-Testmethoden der

Spatinfektionsseren
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4.3.37 Neuroborreliose: Serologie von LineBlot-Gesamt-lgG

und dazugehdrigen Antigenen

Im Gesamtbefund des IgG-LineBlot waren 100 % (1) der Neuroborrelioseseren positiv.
Die IgG-VIsE-Bande war in 100 % (1) der Falle positiv. Die IgG-OspC-Bande war bei
100 % (1) negativ. Die IgG-DbpA-Bande war bei 100 % (1) negativ. Die 1gG-p83/100-
Bande war bei 100 % (1) negativ. IgG p58 war im Immunoblot bei 100 % (1) der Proben

negativ.
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Abbildung 4.3.37-1: IgG-Immunoblot-Ergebnisse der Neuroborrelioseseren

4.3.38 Neuroborreliose: Serologie von Multianalyt ™-Gesamt-

IgG und dazugehdrigen Antigenen

Im Gesamtbefund des IgG-Multianalyt™ waren 100 % (1) der Neuroborrelioseseren
positiv. Der IgG-VIsE-Analyt war in 100 % (1) der Félle positiv. Der 1gG-OspC-Analyt
war bei 100 % (1) positiv. Der 1gG-DbpA-Analyt war bei 100 % (1) negativ. Der 1gG-
p83/100-Analyt war bei 100 % (1) negativ. IgG p58 war im Multianalyt™ bei 100 % (1)

negativ.
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Neuroborreliose IgG Multianalyt™ Analyte (n=1)
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Abbildung 4.3.38-1: IgG-Multianalyt-Ergebnisse der Neuroborrelioseseren

4.3.39 Neuroborreliose: Ubereinstimmung von Multianalyt™-

und LineBlot-lgG-Ergebnissen

Die Korrespondenz der beiden Methoden ergab beim Gesamtbefund der

Neuroborreliose-lgG-Seren eine Rate von 100 % (1) Ubereinstimmenden Ergebnissen.

Die Korrespondenz der beiden Methoden ergab bezlglich des Antigens VISE IgG eine

Rate von 100 % (1) Ubereinstimmendem Ergebnis.

Im direkten Vergleich fur OspC IgG ergab sich ein zu 100 % (1) unterschiedliches
Ergebnis.

Im direkten Vergleich fur DbpA 1gG ergab sich ein zu 100 % (1) Ubereinstimmendes
Ergebnis.

Die Korrespondenz der beiden Methoden ergab bezilglich des Antigens p83/100 IgG

eine Rate von 100 % (1) Ubereinstimmenden Ergebnissen.

Fur das Antigen p58 IgG hatten die beiden getesteten Methoden eine Korrespondenz
von 100 % (1).
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Ubereinstimmung Neuroborreliose IgG
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Abbildung 4.3.39-1: Ubereinstimmung der beiden IgG-Testmethoden der

Neuroborrelioseseren

4.3.40 Neuroborreliose: Serologie von LineBlot-Gesamt-IgM

und dazugehorigen Antigenen

Im Gesamtbefund des IgM-LineBlot waren 100 % (1) der Neuroborreliosefélle positiv.
Die IgM-VIsE-Bande war bei 100 % (1) negativ. Die Bande fiir IgM OspC war bei 100 %
(1) der Falle positiv. Im LineBlot war IgM p41 bei 100 % (1) der Neuroborrelioseseren

positiv.
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Abbildung 4.3.40-1: IgM-Immunoblot-Ergebnisse der Neuroborrelioseseren
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4.3.41 Neuroborreliose: Serologie von Multianalyt™-Gesamt-

IgM und dazugehdrigen Antigenen

Im Gesamtbefund des IgM-Multianalyt™ waren 100 % (1) der Neuroborreliosefalle
negativ. Der IgM-VIsSE-Analyt war bei 100 % (1) negativ. Der Analyt fir IgM OspC war
bei 100% (1) negativ. Im Multianalyt™ war IgM p4l1 bei 100% (1) der

Neuroborrelioseseren negativ.
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Abbildung 4.3.41-1: IgM-Immunoblot-Ergebnisse der Neuroborrelioseseren

4.3.42 Neuroborreliose: Ubereinstimmung von Multianalyt™-

und LineBlot-IgM-Ergebnissen

Die Korrespondenz der beiden Methoden ergab beim Gesamtbefund der

Neuroborreliose-lgM-Seren eine Rate von 100 % (1) unterschiedlichen Ergebnissen.

Im direkten Vergleich fur VISE IgM ergab sich ein zu 100 % (1) Ubereinstimmendes

Ergebnis.

Fur das Antigen OspC IgM hatten die beiden getesteten Methoden eine Korrespondenz

von 0 % (1). Die getesteten Methoden ergaben unterschiedliche Ergebnisse.

Die Korrespondenz der beiden Methoden ergab beziglich des Antigens p41 IgM eine
Rate von 100 % (1) unterschiedlichen Ergebnissen.
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Ubereinstimmung Neuroborreliose IgM
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Abbildung 4.3.42-1: Ubereinstimmung der beiden IgG-Testmethoden der

Neuroborrelioseseren

4.3.43 ACA: Serologie von LineBlot-Gesamt-lgG und

dazugehdrigen Antigenen

Im Gesamtbefund des IgG-LineBlot waren 100 % (15) der ACA-Seren positiv. Die 1gG-
VIsE-Bande war in 100 % (15) der Féalle positiv. Die IgG-OspC-Bande war bei 26,7 %
(4) positiv und bei 73,3 % (11) negativ. Die IgG-DbpA-Bande bei 53,3 % (8) positiv und
bei 46,7 % (7) negativ. Die IgG-p83/100-Bande war bei 53,3 % (8) positiv und bei 46,7 %
(7) negativ. IgG p58 war im Immunoblot bei 33,3 % (5) der Proben positiv und bei 66,7 %
(10) negativ.
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Abbildung 4.3.43-1: IgG-Immunoblot-Ergebnisse der ACA-Seren
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4.3.44 ACA: Serologie von Multianalyt™-Gesamt-IgG und

dazugehdrigen Antigenen

Im Gesamtbefund des IgG-Multianalyt™ waren 100 % (15) der ACA-Seren positiv. Der
IgG-VISE-Analyt war in 100 % (15) der Falle positiv. Der IgG-OspC-Analyt war bei 20 %
(3) positiv, bei 13,3 % (2) grenzwertig und bei 66,7 % (10) negativ. Der IgG-DbpA-Analyt
war bei 86,7 % (13) positiv und bei 13,3 % (2) negativ. Der 1IgG-p83/100-Analyt war bei
26,7 % (4) positiv, bei 13,3 % (2) grenzwertig und bei 60 % (9) negativ. IgG p58 war im
Multianalyt™ bei 26,7 % (4) positiv, bei 13,3 % (2) grenzwertig und bei 60 % (9) negativ.

ACA IgG Multianalyt™ Analyte (n=15)
p58 = negativ
grenzwertig
83/100 -,
P Bl positiv
DbpA
OspC
VISE
Gesamt
I I 1
0% 50% 100%

Abbildung 4.3.44-1: IgG-Multianalyt-Ergebnisse der ACA-Seren

4.3.45 ACA: Ubereinstimmung von Multianalyt™- und LineBlot-
lgG-Ergebnissen

Die Korrespondenz der beiden Methoden ergab beim Gesamtbefund der ACA-IgG-

Seren eine Rate von 100 % (15) Ubereinstimmenden Ergebnissen.

Die Korrespondenz der beiden Methoden ergab beziglich des Antigens VISE IgG eine

Rate von 100 % (15) Ubereinstimmenden Ergebnissen.

Im direkten Vergleich fir OspC IgG fanden sich 53,3 % (8) Ubereinstimmende, 33,3 %

(5) unterschiedliche und 13,3 % (2) grenzwertige Ergebnisse.
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Im direkten Vergleich fir DbpA 1gG fanden sich 53,3 % (8) Ubereinstimmende und
46,7 % (7) unterschiedliche Ergebnissen.

Die Korrespondenz der beiden Methoden ergab bezilglich des Antigens p83/100 IgG
eine Rate von 73,3 % (11) ubereinstimmenden, 13,3 % (2) unterschiedlichen und 13,3 %

(2) grenzwertigen Ergebnissen.

Fur das Antigen p58 IgG hatten die beiden getesteten Methoden eine Korrespondenz
von 73,3% (11). Bei 13,3% (2) sowie bei weiteren 13,3% (2) ergaben sich
unterschiedliche und grenzwertige Ergebnisse.
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Abbildung 4.3.45-1: Ubereinstimmung der beiden IgG-Testmethoden der ACA-Seren

4.3.46 ACA: Serologie von LineBlot-Gesamt-IgM und

dazugehdrigen Antigenen

Im Gesamtbefund des IgM-LineBlot waren 33,7 % (5) der ACA-Falle positiv und 66,7 %
(10) negativ. Die IgM-VIsE-Bande war bei 6,7 % (1) positiv und bei 93,3 % (14) negativ.
Die Bande fir IgM OspC war bei 33,3 % (5) der Falle positiv und bei 66,7 % (10) negativ.
Im LineBlot war IgM p41 bei 46,7 % (7) der ACA-Seren positiv und bei 53,3 % (8)

negativ.
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Abbildung 4.3.46-1: IgM-Immunoblot-Ergebnisse der ACA-Seren

4.3.47 ACA: Serologie von Multianalyt™-Gesamt-IlgM und

dazugehdrigen Antigenen

Im Gesamtbefund des IgM-Multianalyt™ waren 33,3 % (5) der ACA-Falle positiv und
66,7 % (10) negativ. Der IgM-VISE-Analyt war bei 6,7 % (1) grenzwertig und bei 93,3 %
(14) negativ. Der Analyt fur IgM OspC war bei 33,3 % (5) positiv und bei 66,7 % (10)
negativ. Im Multianalyt™ war IgM p41 bei 6,7 % (1) der ACA-Seren grenzwertig und bei
93,3 % (14) negativ.
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Abbildung 4.3.47-1: IgM-Multianalyt-Ergebnisse der ACA-Seren
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4.3.48 ACA: Ubereinstimmung von Multianalyt™- und LineBlot-
IgM-Ergebnissen

Die Korrespondenz der beiden Methoden ergab beim Gesamtbefund der

Neuroborreliose-lgM-Seren eine Rate von 100 % (15) unterschiedlichen Ergebnissen.

Im direkten Vergleich fur VISE IgM fanden sich 86,7 % (13) Ubereinstimmende
Ergebnisse. Bei 6,7 % (1) gab es ein unterschiedliches und bei 6,7 % (1) ein
grenzwertiges Ergebnis.

Fur das Antigen OspC IgM hatten die beiden getesteten Methoden eine Korrespondenz
von 86,7 % (13). Bei 13,3 % (2) stellte sich ein unterschiedliches Ergebnis dar.

Die Korrespondenz der beiden Methoden ergab beziiglich des Antigens p41 IgM eine
Rate von 40 % (6) Ubereinstimmenden, 53,3 % (8) unterschiedlichen und 6,7 % (1)

grenzwertigen Ergebnissen.

Ubereinstimmung ACA IgM

EA grenzwertig
Il unterschiedlich
Bl ubereinstimmend

p4l

OspC

VISE

Gesamtbefund

0% 50% 100%

Abbildung 4.3.48-1: Ubereinstimmung der beiden IgM-Testmethoden der ACA-Seren

4.3.49 Lyme-Arthritis: Serologie von LineBlot-Gesamt-IgG und

dazugehdrigen Antigenen

Im Gesamtbefund des IgG-LineBlot waren 100 % (19) der Lyme-Arthritis-Seren positiv.

Die 1gG-VIsE-Bande war in 100 % (19) der Falle positiv. Die 1lgG-OspC-Bande war bei
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32,1 % (8) positiv und bei 57,9 % (11) negativ. Die IgG-DbpA-Bande war bei 57,9 % (11)
positiv und bei 32,1 % (8) negativ. Die IgG-p83/100-Bande war bei 47,4 % (9) positiv
und bei 52,6 % (10) negativ. IgG p58 war im Immunoblot bei 26,3 % (5) der Proben
positiv und bei 73,7 % (14) negativ.

Lyme-Arthritis IgG LineBlot Banden (n=19)

p58 E negativ
Bl positiv
p83/100
DbpA
OspC

VIsE

Gesamt

0% 50% 100%

Abbildung 4.3.49-1: IgG-Immunoblot-Ergebnisse der Lyme-Arthritis-Seren

4.3.50 Lyme-Arthritis: Serologie von Multianalyt™-Gesamt-lgG

und dazugehdrigen Antigenen

Im Gesamtbefund des IgG-Multianalyt™ waren 73,7 % (14) der Lyme-Arthritis-Seren
positiv, 21,1 % (4) grenzwertig und 5,3 % (1) negativ. Der IgG-VIsSE-Analyt war in 89,5 %
(17) der Falle positiv und in 10,5 % (2) negativ. Der IgG-OspC-Analyt war bei 5,3 % (1)
positiv und bei 94,7 % (18) der Falle negativ. Der IgG-DbpA-Analyt war bei 42,1 % (8)
positiv, bei 5,3 % (1) grenzwertig und bei 52,6 % (10) der Falle negativ. Der IgG-p83/100-
Analyt war bei 21,1 % (4) der Falle positiv, bei 5,3 % (1) grenzwertig und bei 73,7 % (14)
negativ. IgG p58 war im Multianalyt™ bei 15,8 % (3) der Falle positiv und bei 84,2 %
(16) negativ.
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Lyme-Arthritis IgG Multianalyt™ Analyte (n=19)
negativ
p58 = ti
grenzwertig
83/100 L.
P Bl positiv
DbpA
OspC
VIsE
Gesamt
] 1 1
0% 50% 100%

Abbildung 4.3.50-1: IgG-Multianalyt-Ergebnisse der Lyme-Arthritis-Seren

4.3.51 Lyme-Arthritis: Ubereinstimmung von Multianalyt™.-

und LineBlot-IlgG-Ergebnissen

Die Korrespondenz der beiden Methoden ergab beim Gesamtbefund der Lyme-
Arthritis-lgG-Seren eine Rate von 73,7 % (14) Uubereinstimmenden, 5,3% (1)
unterschiedlichen und 21 % (4) grenzwertigen Ergebnissen.

Die Korrespondenz der beiden Methoden ergab bezlglich des Antigens VISE IgG eine
Rate von 89,5% (17) ubereinstimmenden und 10,5% (2) unterschiedlichen

Ergebnissen.

Im direkten Vergleich fir OspC IgG fanden sich 63,2 % (12) Ubereinstimmende und
36,8 % (7) unterschiedliche Ergebnisse.

Im direkten Vergleich fur DbpA 1gG fanden sich 21 % (4) Gbereinstimmende, 73,7 % (14)

unterschiedliche und 5,3 % (1) grenzwertige Ergebnisse.

Die Korrespondenz der beiden Methoden ergab beziglich des Antigens p83/100 IgG
eine Rate von 73,7 % (14) Ubereinstimmenden, 15,8 % (3) unterschiedlichen und 10,5 %

(2) grenzwertigen Ergebnissen.

Fur das Antigen p58 IgG hatten die beiden getesteten Methoden eine Korrespondenz
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von 89,5 % (17). Bei 10,5 % (2) gab es keine Ubereinstimmung.

Ubereinstimmung Lyme-Arthritis I1gG

p58 grenzwertig
Il unterschiedlich
83/100 . .
P Bl ubereinstimmend
DbpA
OspC
VISE

Gesamtbefund

0% 50% 100%

Abbildung 4.3.51-1: Ubereinstimmung der beiden IgG-Testmethoden der Lyme-
Arthritis-Seren

4.3.52 Lyme-Arthritis: Serologie von LineBlot-Gesamt-IgM und

dazugehdrigen Antigenen

Im Gesamtbefund des IgM-LineBlot waren 68,4 % (13) der Lyme-Arthritis-Falle positiv
und 31,6 % (6) negativ. Die IgM-VIsE-Bande war bei 10,5 % (2) positiv und bei 89,5 %
(17) negativ. Die Bande fir IgM OspC war bei 57,9 % (11) der Falle positiv und bei
42,1 % (8) negativ. Im LineBlot war IgM p41 bei 63,2 % (12) der Lyme-Arthritis-Seren
positiv und bei 36,8 % (7) negativ.
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Lyme-Arthritis IgM LineBlot Banden (n=19)
E negativ
p4l
Bl positiv
OspC
VIsE
Gesamt
| L] 1
0% 50% 100%

Abbildung 4.3.52-1: IgM-Immunoblot-Ergebnisse der Lyme-Arthritis-Seren

4.3.53 Lyme-Arthritis: Serologie von Multianalyt™-Gesamt-

IgM und dazugehdrigen Antigenen

Im Gesamtbefund des IgM-Multianalyt™ waren 42,1 % (8) der Lyme-Arthritis-Falle
positiv, 5,3 % (1) grenzwertig und 52,6 % (10) negativ. Der IgM-VISE-Analyt war bei
10,5 % (2) positiv und bei 89,5 % (17) negativ. Der Analyt fir IgM OspC war 47,6 % (9)
positiv, 5,3 % (1) grenzwertig und 47,6 % (9) negativ. Im Multianalyt™ war IgM p41 bei
100 % (19) der Lyme-Arthritis-Seren negativ.

Lyme-Arthritis IgM Multianalyt™ Analyte (n=19)
B negativ
pal , .
grenzwertig
Hl positiv
OspC
VISE
Gesamt
I I 1
0% 50% 100%

Abbildung 4.3.53-1: IgM-Multianalyt-Ergebnisse der Lyme-Arthritis-Seren
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4.3.54 Lyme-Arthritis: Ubereinstimmung von Multianalyt™.-

und LineBlot-IgM-Ergebnissen

Die Korrespondenz der beiden Methoden ergab beim Gesamtbefund der Lyme-
Arthritis-IgM-Seren eine Rate von 73,7% (14) Ubereinstimmenden, 21 % (4)
unterschiedlichen und 5,3 % (1) grenzwertigen Ergebnissen.

Im direkten Vergleich fur VISE IgM fanden sich 79 % (15) Ubereinstimmende und 21 %
(4) unterschiedliche Ergebnisse.

Fur das Antigen OspC IgM hatten die beiden getesteten Methoden eine Korrespondenz
von 89,4 % (17). Bei 5,3 % (1) gab es keine Ubereinstimmenden und bei 5,3 % (1)

grenzwertige Ergebnisse.

Die Korrespondenz der beiden Methoden ergab beziiglich des Antigens p41 IgM eine
Rate von 36,8% (7) Ubereinstimmenden und 63,2% (12) unterschiedlichen

Ergebnissen.

Ubereinstimmung Lyme-Arthritis IgM

EA grenzwertig
Bl unterschiedlich
Bl ubereinstimmend

p4l

OspC

VISE

Gesamtbefund

0% 50% 100%

Abbildung 4.3.54-1: Ubereinstimmung der beiden IgM-Testmethoden der Lyme-

Arthritis-Seren
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4.3.55 Atypische, anderweitige Diagnosen zum Ausschluss:
Serologie von LineBlot-Gesamt-lgG und dazugehorigen

Antigenen

Im Gesamtbefund des IgG-LineBlot waren 37 % (10) der atypischen, anderweitigen
Diagnosen-Seren positiv 11,1 % (3) grenzwertig und 51,9 % (14) negativ. Die IgG-VISE-
Bande war in 44,4 % (12) der Falle positiv und in 55,6 % (15) negativ. Die 1gG-OspC-
Bande war bei 22,2 % (6) positiv und bei 77,8 % (21) negativ. Die IgG-DbpA-Bande war
bei 11,1 % (3) positiv und bei 88,9 % (24) negativ. Die IgG-p83/100-Bande wies bei
14,8 % (4) der Proben ein positives und bei 85,2 % (23) ein negatives Ergebnis auf. IgG
p58 war im Immunoblot bei 14,8 % (4) der Proben positiv und bei 85,2 % (23) negativ.

Atypische, anderweitige Diagnosen IgG LinBlot Banden (n=27)

p58 = negativ
grenzwertig
p83/100 N
Il positiv

DbpA

OspC

VISE

Gesamt

0% 50% 100%

Abbildung 4.3.55-1: IgG-Immunoblot-Ergebnisse der atypischen, anderweitigen

Diagnosen

4.3.56 Atypische, anderweitige Diagnosen zum Ausschluss:
Serologie von Multianalyt™-Gesamt-lgG und dazugehorigen

Antigenen

Im Gesamtbefund des IgG-Multianalyt™ waren 33,3% (9) der atypischen,
anderweitigen Diagnosen-Seren positiv, 11,1 % (3) grenzwertig und 55,6 % (15) negativ.
Der IgG-VISE-Analyt war in 40,7 % (11) der Falle positiv, in 3,7 % (1) grenzwertig und in
55,6 % (15) negativ. Der IgG-OspC-Analyt war bei 18,5 % (5) positiv, bei 3,7 % (1)
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grenzwertig und bei 77,8 % (21) negativ. Der IgG-DbpA-Analyt war bei 25,9 % (7) positiv
und bei 74,1 % (20) negativ. Der IgG-p83/100-Analyt war bei 7,4 % (2) der atypischen,
anderweitigen Diagnhosen positiv, bei 7,4 % (2) grenzwertig und bei 85,2 % (23) negativ.
IgG p58 war im Multianalyt™ bei 3,7 % (1) der Proben positiv, bei 3,7 % (1) grenzwertig
und bei 92,6 % (25) negativ.

Atypische, anderweitige Diagnosen IgG Multianalyt™ Analyte (n=27)
p58 = negativ
grenzwertig
83/100
P Il positiv
DbpA
OspC
VISE
Gesamt
) 1 1
0% 50% 100%

Abbildung 4.3.56-1: IgG-Multianalyt-Ergebnisse der atypischen, anderweitigen

Diagnosen

4.3.57 Atypische, anderweitige Diagnosen:
Ubereinstimmung von Multianalyt™- und LineBlot-IgG-

Ergebnissen

Die Korrespondenz der beiden Methoden ergab beim Gesamtbefund der atypischen,
anderweitigen Diagnosen-lgG-Seren eine Rate von 81,5 % (22) Ubereinstimmenden,

11,1 % (3) unterschiedlichen und 7,4 % (2) grenzwertigen Ergebnissen.

Die Korrespondenz der beiden Methoden ergab beziiglich des Antigens VISE IgG eine
Rate von 92,6 % (25) uUbereinstimmenden, 3,7 % (1) unterschiedlichen und 3,7 % (1)

grenzwertigen Ergebnissen.

Im direkten Vergleich fur OspC IgG fanden sich 85,2 % (23) Ubereinstimmende, 11,1 %

(3) unterschiedliche und 3,7 % (1) grenzwertige Ergebnisse.
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Im direkten Vergleich fir DbpA IgG fanden sich 85,2 % (23) Ubereinstimmende und
14,8 % (4) unterschiedliche Ergebnisse.

Die Korrespondenz der beiden Methoden ergab bezilglich des Antigens p83/100 IgG
eine Rate von 85,2 % (23) ubereinstimmenden, 7,8 % (2) unterschiedlichen und 7,8 %

(2) grenzwertigen Ergebnissen.

Fur das Antigen p58 IgG hatten die beiden getesteten Methoden eine Korrespondenz
von 81,5 % (22). Bei 14,8 % (4) gab es keine Ubereinstimmung und 3,7 % (1) bildeten
grenzwertige Ergebnisse.

Ubereinstimmung Atypische, anderweitige Diagnosen IgG

grenzwertig
Bl unterschiedlich
Il ibereinstimmend

p58

p83/100

DbpA

OspC

VISE

Gesamtbefund

0% 50% 100%

Abbildung 4.3.57-1: Ubereinstimmung der beiden IgG-Testmethoden der atypischen,

anderweitigen Diaghose-Seren

4.3.58 Atypische, anderweitige Diagnosen zum Ausschluss:
Serologie von LineBlot-Gesamt-lgM und dazugehdrigen

Antigenen

Im Gesamtbefund des IgM-LineBlot waren 59,3 % (16) der atypischen, anderweitigen
Diagnosen-Falle positiv und 40,7 % (11) negativ. Die IgM-VIsSE-Bande war bei 100 %
(27) positiv. Die Bande fur IgM OspC war bei 44,4 % (12) positiv und bei 55,6 % (15)
negativ. Im LineBlot war IgM p41 bei 66,7 % (18) der Vedachtsdiagnosen-Seren positiv
und bei 33,3 % (9) negativ.
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Atypische, anderweitige Diagnosen IgM LineBlot Banden (n=27)
E negativ
p4l
Il positiv
OspC
VISE
Gesamt
] ] 1
0% 50% 100%

Abbildung 4.3.58-1. IgM-Immunoblot-Ergebnisse der atypischen, anderweitigen

Diagnhosen

4.3.59 Atypische, anderweitige Diagnosen zum Ausschluss:
Serologie von Multianalyt™-Gesamt-IlgM und dazugehérigen

Antigenen

Im Gesamtbefund des IgM-Multianalyt™ waren 29,6 % (8) der atypischen,
anderweitigen Diagnosen positiv, 3,7 % (1) grenzwertig und 66,7 % (18) negativ. Der
IgM-VIsE-Analyt war bei 11,1 % (3) grenzwertig und bei 88,9 % (24) negativ. Der Analyt
fir IgM OspC war 25,9 % (7) positiv, bei 7,4 % (2) grenzwertig und bei 66,7 % (18)
negativ. Im Multianalyt™ war IgM p41 bei 7,4 % (2) der atypischen, anderweitigen
Diagnosen-Seren grenzwertig und bei 92,6 % (25) negativ.

101



Ergebnisse

Atypische, anderweitige Diagnosen IgM Multianalyt™ Analyte (n=27)
E1 negativ
pal .
grenzwertig
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Abbildung 4.3.59-1. IgM-Multianalyt-Ergebnisse der atypischen, anderweitigen
Diagnhosen

4.3.60 Atypische, anderweitige Diagnosen:
Ubereinstimmung von Multianalyt™- und LineBlot-IgM-

Ergebnissen

Die Korrespondenz der beiden Methoden ergab beim Gesamtbefund der atypischen,
anderweitigen Diagnosen-IgM-Seren eine Rate von 63 % (17) Ubereinstimmenden,

33,3 % (9) unterschiedlichen und 3,7 % (1) grenzwertigen Ergebnissen.

Im direkten Vergleich fir VISE IgM fanden sich 88,8 % (24) lbereinstimmende und
11,2 % (3) grenzwertige Ergebnisse.

Fur das Antigen OspC IgM hatten die beiden getesteten Methoden eine Korrespondenz
von 66,7 % (18). Bei 25,9 % (7) gab es keine Ubereinstimmenden und bei 7,4 % (2)

grenzwertige Ergebnisse.
Die Korrespondenz der beiden Methoden ergab beziiglich des Antigens p41 IgM eine

Rate von 33,3 % (9) Ubereinstimmenden, 7,4 % (2) grenzwertigen und 59,3 % (16)

unterschiedlichen Ergebnissen.
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Ubereinstimmung Atypische, anderweitige Diagnosen IgM

grenzwertig

p4l L
Bl unterschiedlich
Bl ibereinstimmend
OspC
VISE

Gesamtbhefund

0% 50% 100%

Abbildung 4.3.60-1: Ubereinstimmung der beiden IgM-Testmethoden der atypischen,
anderweitigen Diaghose-Seren
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5 Diskussion

5.1 Kompletter Serensatz

5.1.1 IgG

Bei der Untersuchung aller Seren der IgG-Reihe lag die Ubereinstimmung der beiden
Methoden beziglich des Gesamtbefundes bei 80,8 %. Die Ubereinstimmung der
positiven Ergebnisse beider Methoden war hierbei 90,5 %.

IgG Gesamt

Ubereinstimmung positiver Ergebnisse: 63/78=80,8 %
Ubereinstimmung negativer Ergebnisse: 19/21=90,5 %

Gesamt Multianalyt  1gG
lgG
positiv grenzwertig | negativ gesamt
positiv 62,3% (63) | 11,9% (12) | 3% (3) 77,2 % (78)
LineBlot | grenzwertig | 1 % (1) 0 % (0) 1% (1) 2% (2)
IgG negativ 1% (1) 1% (1) 18,8% (19) 20,8 % (21)
gesamt 64,4 % (65) | 12,9 % (13) | 22,8 % (23) 100 %
(101)

Die hochste prozentuelle Ubereinstimmung erreichte der Multianalyt-B.-burgdorferi-lgG-
Test beim Detektieren der Antikorper gegen VISE. Beim kompletten Serensatz lag die
Kongruenz mit der Standardmethode (LineBlot) bei positiven Proben bei 89,7 %.

Die nachsthoéheren Ubereinstimmungen wurden bei p83/100 (54,5 %), DbpA (53,3 %)
und p58 (50 %) erfasst. Goettner et al. fanden in ihrer Arbeit eine hohere Sensitivitét bei
DbpA (72,9 %) und ahnliche Werte bei p100 (55,3 %) und p58 (55.3 %) (Goettner et al.,
2005). Die niedrigste Kongruenzrate fand sich bei OspC mit nur 45,7 %.
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lgG VISE

Ubereinstimmung positiver Ergebnisse: 70/78=89,7 %
Ubereinstimmung negativer Ergebnisse: 21/23=91,3 %

IgG OspC

Ubereinstimmung positiver Ergebnisse: 16/35=45,7 %
Ubereinstimmung negativer Ergebnisse: 58/66=87,9 %

VISE Multianalyt  1gG
19G
positiv grenzwertig | negativ
positiv 69,3% (70) | 1% (1) 6,9 % (7)
LineBlot | grenzwertig | 0 % (0) 0% (0) 0% (0)
IgG negativ 1% (1) 1% (1) 20,8 % (21)

IgG DbpA

Ubereinstimmung positiver Ergebnisse: 16/30=53,3 %
Ubereinstimmung negativer Ergebnisse: 47/71=66,2 %

OspC Multianalyt  IgG
I9G
positiv grenzwertig | negativ
positiv 15,8 % (16) | 1% (1) 17,8 % (18)
LineBlot | grenzwertig | 0 % (0) 0% (0) 0% (0)
IgG negativ 5 % (5) 3% (3) 57,4 % (58)
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lgG p83/100

Ubereinstimmung positiver Ergebnisse: 12/22=54,5 %
Ubereinstimmung negativer Ergebnisse: 69/73=94,5 %

DbpA Multianalyt  IgG
19G
positiv grenzwertig | negativ
positiv 15,8% (16) | 1% (1) 12,9 % (13)
LineBlot | grenzwertig | 0 % (0) 0% (0) 0% (0)
IgG negativ 228% (23) | 1% (1) 46,5 % (47)

IgG p58

p83/100 Multianalyt  1gG
IgG
positiv grenzwertig | negativ
positiv 119% (12) | 3% (3) 6,9 % (7)
LineBlot | grenzwertig | 0 % (0) 3% (3) 3% (3)
IgG negativ 2% (2) 2% (2) 68,3 % (69)

Ubereinstimmung positiver Ergebnisse: 8/16=50 %

Ubereinstimmung negativer Ergebnisse: 80/85=94,1 %

p58 Multianalyt  1gG
19G
positiv grenzwertig | negativ
positiv 7,9 % (8) 1% (1) 7% (7)
LineBlot | grenzwertig | 0 % (0) 0% (0) 0% (0)
IgG negativ 2% (2) 3% (3) 79,2 % (80)
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5.1.2 IgM

Der Multianalyt-B.-burgdorferi-lgM-Test zeigte im Gesamtbefund bei 77,2 % der Falle ein
identisches Ergebnis wie der LineBlot.

IgM Gesamt

Ubereinstimmung positiver Ergebnisse: 34/56=60,7 %
Ubereinstimmung negativer Ergebnisse: 44/45=97,8 %

Gesamt Multianalyt  IgM
IgM
positiv grenzwertig | negativ gesamt
positiv 33,7% (34) |3%(3) 18,8 % (19) | 55,4 % (56)
LineBlot | grenzwertig | 0 % (0) 0 % (0) 0 % (0) 0 % (0)
IgM negativ 1% (1) 0 % (0) 43,6 % (44) | 44,6 % (45)
gesamt 34,7 % (35) | 3% (3) 62,4 % (63) 100 %
(101)

Die hochste Ubereinstimmung der Antigene mit der Standardmethode (Immunoblot) fiel
bei OspC (83,2 %) auf. In der Vergangenheit wurde OspC von mehreren Autoren als der
sensitivste Marker fur die Detektion von IgM-Antikdrpern angesehen (Hauser et al.,
1997; Wilske et al., 1993), was sich auch hier bestatigen liel3.

VVon den insgesamt nur 6 positiven IgM-VISE-Ergebnissen (5,9 %) im Immunoblot konnte
keines im Multianalyt bestatigt werden. Hierfir kdnnten zwei Griinde ausschlaggebend
sein. Obwohl IgM-Antikérper gegen VISE schon im Frihstadium entstehen, ist ihr
Nachweis zumeist selten (Schulte-Spechtel, 2003). Dariber hinaus nutzt der Multianalyt-
Test VISE-Antigene vom Stamm B. garinii PBi. VISE-Antigene dieses Stammes zeigten

auch bei anderen Studien niedrige Sensitivitdten um die 5 % (Schulte-Spechtel, 2003).

Das Antigen p41i (0 %) erwies sich nicht als sensitiver Marker fur den IgM-Test.

Dieses Flagellin-Protein ist jedoch nur bedingt spezifisch fir den Nachweis von
Borrelien-Antikdrpern, da Kreuzreaktionen mit weiteren Spirochaten bekannt sind (Alfen
et al.,, 1994; Wallich et al., 1990; Zdller et al.,, 1991). Die Bemerkung diverser

Vorgangerstudien, dass Antikérper gegen p4l schon zu Beginn im IgM-LineBlot zu
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finden sind (Sivak et al., 1996; Hauser et al., 1997; Steere 2000), lasst sich jedoch nicht
auf die hier angewandte durchflusszytometrische Methode Ubertragen. Von den im
LineBlot 61 positiv gefundenen Seren wurde keines bezliglich p41 vom Multianalyt
bestatigt. Erwahnenswert ist, dass im Multianalyt das Antigen p4li vom Stamm B.

burgdorferi sensu stricto eingesetzt wird. Im Gegensatz hierzu bedient sich ViraStripe

des p41 aus B. afzeli.

Die unterschiedlichen Herkiinfte des Antigens sind

maoglicherweise ein weiterer Grund fir die niedrige Konvergenz der zwei
Analysemethoden.
IgM VIsSE
Ubereinstimmung positiver Ergebnisse: 0/6=0 %
Ubereinstimmung negativer Ergebnisse: 87/95=91,6 %
VISE Multianalyt  IgM
IgM
positiv grenzwertig | negativ gesamt
positiv 0% (0) 2% (2) 4% (4) 6 % (6)
LineBlot | grenzwertig | 0 % (0) 0% (0) 0% (0) 0 % (0)
IgM negativ 3% (3) 5 % (5) 86,1 % (87) 94,1 % (95)
gesamt 3% (3) 7 % (7) 90,1 % (91) 100 %
(101)
IgM OspC
Ubereinstimmung positiver Ergebnisse: 33/47=70,2 %
Ubereinstimmung negativer Ergebnisse: 51/54=94,4 %
OspC Multianalyt  IgM
IgM
positiv grenzwertig | negativ gesamt
positiv 32,7% (33) | 2% (2) 11,9 % (12) 46,5 % (47)
LineBlot | grenzwertig | 0 % (0) 0 % (0) 0 % (0) 0 % (0)
IgM negativ 2% (2) 1% (1) 50,5 % (51) 53,5 % (54)
gesamt 34,7 % (35) | 3% (3) 62,3 % (63) 100 %
(201)

108



Diskussion

IgM p41

Ubereinstimmung positiver Ergebnisse: 0/61=0 %

Ubereinstimmung negativer Ergebnisse: 38/40=95 %

p4l Multianalyt  IgM
IgM
positiv grenzwertig | negativ gesamt
positiv 0% (0) 1% (1) 59,4 % (60) 60,4 % (61)
LineBlot | grenzwertig | 0 % (0) 0% (0) 0 % (0) 0 % (0)
IgM negativ 1% (1) 1% (1) 37,6 % (38) 39,6 % (40)
gesamt 1% (1) 2% (2) 97 % (98) 100 %
(101)

5.2 Kongruenz der negativen Ergebnisse

Die Kongruenz der negativen Ergebnisse im IgG-Gesamtbefund betrug 90,5 %.

Fur kommerziell erhaltliche Westernblots wurden bisher Werte von 90-97 % beim 1gG-
Test angegeben (Mogilyansky et al., 2004). Somit erreicht die durchflusszytometrische
Methode in Hinblick auf die Spezifitdt leistungstechnisch die Werte der etablierten
Westernblot-Methode.

Die hochste Ubereinstimmung der negativen Antigenergebnisse trat bei p83/100
(94,5 %) auf. Der hohe Spezifitatswert von p83/100 im IgG-Suchtest wurde schon in
anderen Arbeiten bestétigt (Hauser et al., 1997). Dies kann durch die hochspezifische
Rolle des p83/100 als Oberflachenprotein der Membranvesikel erklart werden.

Eine Spezifitat Gber 90 % trat auch bei p58 (94,1 %) und VISE (91,3 %) auf.

Die Kongruenz der negativen IgM-Gesamtbefunde lag bei 97,8 %.

Die hochste Ubereinstimmung der negativen Antigenergebnisse ergab sich bei p41i
(95 %). Dies ist dahingehend bemerkenswert, da p41i als nur bedingt spezifisches
Antigen oft falsch-positive Ergebnisse liefert. Dies ist bedingt durch haufige
Kreuzreaktionen mit anderen Spirochdten und weiteren geifReltragenden Bakterien

(Alfen et al., 1994; Wilske et al., 1990; Zoller et al., 1991).
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5.3 Fruhinfektionen — Sensitivitat

5.3.11gG

Die hier erreichten Sensitivitdtswerte im Multianalyt lagen fir die lokalisierten
Frahinfektionen bei 61,5 % (24 von 39 Proben) fur IgG. Entsprechend betrug die

Sensitivitdt mit dem viramed LineBlot 79,5 % (31 von 39 Proben). In der Literatur

werden fUr andere IlgG-Immunoblots Werte von 73,3 % bis 86,7 % bei

Fruhinfektionsseren angegeben (Goettner et al., 2005).

Die beiden von uns eingesetzten Methoden hatten eine Konvergenzrate von 76,9 %
(30 von 39). Wichtig zu erwahnen ist, dass die restlichen 23,1 % (9 von 39) der nicht

Ubereinstimmenden Seren jeweils von einer der beiden Methoden als grenzwertig

eingestuft wurden. Alle im Immunoblot als positiv befundenen Proben waren im

Multianalyt positiv oder grenzwertig ohne falsch-positive Ergebnisse.

IgG Gesamt Fruhinfektionen

LineBlot Sensitivitat: 32/39=82,1 %
Mulitanalyt Sensitivitat: 24/39=61,5 %

Gesamt IgG Multianalyt 1gG
Frahinfektionen
positiv grenzwertig | negativ gesamt
positiv 61,5 % (24) | 20,5 % (8) 0 % (0) 82,1 %
(32)
LineBlot grenzwertig | 0 % (0) 0% (0) 26% (1) [2,6% (1)
IgG negativ 0% (0) 0% (0) 15,4 % 15,4 %
(6) (6)
gesamt 61,5 % (24) | 20,5 % (8) 18 % (7) | 100 %
(39)

Die hochste Sensitivitat aller Antigene zeigten beide Tests bei VISE an. Beim

Multianalyt betrug die Sensitivitat hierbei 69,2 % (27 von 39). Das vom Multianalyt

eingesetzte Antigen VISE vom Stamm P. garinii zeigte in anderen Tests die héchste
Sensitivitat an (Goettner et al., 2005). Der LineBlot erreichte mit 79,5% (31 von 39)

eine noch hohere Sensitivitat.
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Diese Ergebnisse stimmen mit denen der Arbeit von Goettner et al. Uberein. Im Test mit

einem rekombinanten IgG-LineBlot fanden sie Antikdrper gegen VISE in 80 % der EM-

Seren. Hiermit bewiesen sie die Signifikanz des VISE unter allen Banden des IgG-

LineBlots, insbesondere bei Friihmanifestationen der Borreliose (Goettner et al., 2005).
Die Konvergenz lag bei 84,6 % (33 von 39).

IgG VISE

LineBlot Sensitivitat: 31/39=79,5 %
Mulitanalyt Sensitivitat: 27/39=69,2 %

VISE IgG Multianalyt 1gG
Frahinfektionen
positiv grenzwertig | negativ Gesamt
positiv 61,5 % (26) | 2,6 % (1) 10,3 % 79,5 %
4) (31)
LineBlot grenzwertig | 0 % (0) 0% (0) 0% (0) 0 % (0)
IgG negativ 2,6 % (1) 0 % (0) 17,9 % 20,5 %
(7) (8)
gesamt 69,2 % (27) | 2,6 % (1) 28,2 % 100 %
(11) (39)

Die hochste Ubereinstimmung erreichten die beiden Tests bei p58 mit 94,9 % (37 von

39), welches bereits in anderen Studien als hochsensitives Protein beschrieben wurde

(Hauser 1997).

IgG p58

LineBlot Sensitivitat: 3/39=7,7 %

Mulitanalyt Sensitivitat: 2/39=5,1 %
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p58 1gG Multianalyt IgG
Frihinfektionen

positiv grenzwertig | negativ

positiv 5,1% (2) 0% (0) 2,6 % (1)
LineBlot grenzwertig | 0 % (0) 0% (0) 0% (0)
IgG negativ 0% (0) 2,6 % (1) 89,7 %

(35)

5.3.2 IgM

In der Literatur werden fur kommerziell erhaltliche Immunoblot-Tests fur IgM Werte um
36 % angegeben (Vaz et al., 2001).

Bei den 39 untersuchten Frihinfektionsseren erreichte das LineBlot-Verfahren eine
Sensibilitdt von 53,8 %. Der IgM-Multianalyt stufte 14 dieser Seren als positiv ein und

hatte somit eine Sensitivitat von 35,9 %.

IgM Gesamt Frihinfektionen

Immunoblot Sensitivitat: 21/18=53,8 %
Multianalyt Sensitivitat: 14/39=35,9 %

Gesamt IgM Multianalyt 1gM

Fruhinfektionen

positiv grenzwertig | negativ

positiv 35,9% (14) | 2,6 % (1) 0 % (6)

LineBlot grenzwertig | 0 % (0) 0% (0) 0% (0)

IgM negativ 0% (0) 0% (0) 46,2 %
(18)

Das sensibelste Antigen im LineBlot mit 56,4 % war p41. Die Sensibilitatsrate fur p41

im IgM-Test entspricht derjenigen anderer Arbeiten, in denen Werte von 60 % bei
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FrUhinfektionen verzeichnet wurden (Goettner et al., 2005). Jedoch fiel die Ausbeute

der positiven p41-Ergebnisse im Multianalyt mit 2,6% sehr niedrig aus (1 von 39).

IgM p41

LineBlot Sensitivitat: 22/39=56,4 %
Multianalyt Sensitivitat: 1/39=2,6 %

p4l IgM Multianalyt IgM
Frihinfektionen
positiv grenzwertig | negativ gesamt
positiv 0 % (0) 0 % (0) 56,4 % 56,4 %
(22) (22)
LineBlot grenzwertig | 0 % (0) 0% (0) 0% (0) 0% (0)
IgM negativ 2,6 % (1) 0 % (0) 41 % (16) | 43,6 %
17)
gesamt 2,6 % (1) 0 % (0) 97,4 % 100 %
(38) (39)

Im Gegensatz dazu hatte im Multianalyt OspC die hdchste IgM-Sesitivitat (35,9 %). In
der Literatur gilt OspC als bester Marker fiir die spezifische IgM-Antikdrpersuche
(Hauser et al., 1997; Wilske et al., 1986, 1993). Fur Fruhinfektionen werden im
Vergleich dazu in Immunoblots Werte von 80 % angegeben.

Die beiden Methoden hatten eine Konvergenzrate von 82,1 % (32 von 39).

Die hochste Ubereinstimmung der beiden Tests bei den IgM-Antigenen bestand bei
OspC mit 92,3 % (36 von 39).
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IgM OspC

LineBlot Sensitivitat: 17/39=43,6 %
Multianalyt Sensitivitat: 14/39=35,9 %

OspC IgM Multianalyt IgM
Frahinfektionen
positiv grenzwertig | negativ gesamt
positiv 35,9 % (14) | 0 % (0) 7,7% (3) 43,6 %
17
LineBlot grenzwertig | 0 % (0) 0% (0) 0% (0) 0 % (0)
IgM negativ 0 % (0) 0 % (0) 56,4 % 56,4 %
(22) (22)
gesamt 35,9 % (14) | 0 % (0) 64,1 % 100 %
(25) (39)

5.4 Spéatinfektionen — Sensitivitat

5.4.119G

Bei den Seren von Spatmanifestationen erreichte das LineBlot-Verfahren eine IgG-
Sensibilitdtsrate von 100% (35 von 35). Analog dazu wurden beim
durchflusszytometrischen Test 85,7 % (30 von 35) der Seren als richtig positiv eingestuft.
Beide Methoden hatten eine Kovergenzrate von 85,7 %. Somit wurde von den drei
Gruppeneinteilungen (Frihinfektionen; Spatinfektionen; atypische, anderweitige
Diagnosen) die hochste Ubereinstimmungsrate bei den Spatinfektionen in den IgG-Tests

erreicht.
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IgG Gesamt Spatinfektionen

LineBlot Sensitivitat: 35/35=100 %
Multianalyt Sensitivitat: 30/35=85,7 %

Gesamt IgG Multianalyt 1gG

Spatinfektionen

positiv grenzwertig | negativ
positiv 85,7 % (30) | 11,4 % (4) 29% (1)

LineBlot grenzwertig | 0 % (0) 0% (0) 0% (0)
IgG 0% (0) 0% (0) 0% (0)

negativ

Als sensitivstes Antigen stellte sich VISE bei beiden Verfahren heraus. Im LineBlot fand
es sich in 100 % (35 von 35) und im Multianalyt in 94,3 % (33 von 35) der Proben. Die
Konvergenz lag somit analog bei 94,3 % (33 von 35). Hierbei zeigte sich VISE als

besonders sensitiver Marker auch bei Spatmanifestationen der Lyme-Borreliose. Die
hohe Sensitivitdtsrate dieses Antigens beruht auf seiner konservierten
immunodominanten Region IR-6 (Liang et al., 1999a).

lgG VISE Spétinfektionen

LineBlot Sensitivitat: 35/35=100 %
Multianalyt Sensitivitat: 33/35=94,3 %

Gesamt VISE Multianalyt 1gG
Spéatinfektionen

positiv grenzwertig | negativ
positiv 94,3 % (33) | 0 % (0) 5,7 % (2)

LineBlot grenzwertig | 0 % (0) 0% (0) 0% (0)
IgG 0% (0) 0% (0) 0% (0)

negativ
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5.4.2 IgM

In der Literatur gelten IgM-Analysen generell als nicht wegweisend fir die Diagnose bei
Spéatinfektionen (Wilske et al., 2000). Dies beruht darauf, dass die IgM-Antikérper
meistens nur noch wenige Monate nach Entstehung nachweisbar sind. Eine Produktion
dieser in Spatmanifestationen kann zwei Grinde haben. Einerseits besteht die
Moglichkeit der Reaktivierung einer latenten Infektion. Andererseits kann in solchen
Fallen eine virus- oder autoimmunerkrankungsbedingte Stimulierung der unspezifischen

polyklonalen B-Zellen ausschlaggebend sein.

Dementsprechend wurden auch bei den zwei Diagnoseverfahren niedrige
Sensitivitdtswerte erreicht. Im Immunoblot wurden nur 54,3% (19 von 35) der
Spatmanifestationsseren als IgM-positiv erkannt. Der Multianalyt stufte hierbei nur
37,1 % (13 von 35) als positiv ein. Trotz dieser niedrigen Werte stimmten die Methoden
in 82,9 % (29 von 35) der Falle Uberein.

IgM Gesamt Spatinfektionen

LineBlot Sensitivitat: 19/35=54,3 %
Multianalyt Sensitivitat: 13/35=37,1 %

Gesamt IgM Multianalyt IgM
Spatinfektionen
positiv grenzwertig | negativ gesamt
positiv 37,1% (13) | 2,9 % (1) 14,3 % 54,3 %
) (19)
LineBlot grenzwertig | 0 % (0) 0 % (0) 0 % (0) 0 % (0)
IgM negativ 0 % (0) 0 % (0) 45,7 % 45,7 %
(16) (16)
gesamt 37,1 % (13) | 2,9 % (1) 60 % (21) | 100 %
(39)

Das sensitivste Antigen war bei beiden Methoden im IgM-Suchverfahren OspC. In
anderen Arbeiten wurde schon die Schlusselrolle von OspC im spezifischen IgM-
Antikdrpersuchtest hervorgehoben (Wilske et al., 1986, 1993; Hauser et al., 1997). Im

Immunoblot reagierten 48,6 % (17 von 35) der Spatmanifestationsseren positiv. Bei
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37,1 % (13 von 35) dieser Proben zeigte der Multianalyt ein positives Ergebnis bezliglich
OspC an.

Die Konvergenzrate bezlglich dieses Antigens lag bei 85,7 % (30 von 35). Analog zu
den Ergebnissen der Fruhinfektionsseren fand sich auch bei den Spatinfektionsseren
die hochste Ubereinstimmung bei OspC. Beide Methoden nutzen das OspC-Antigen
vom Stamm B. afzelii, welches das sensitivste aller homologen Antigene ist (Goettner et
al., 2005).

IgM OspC Spatinfektionen

LineBlot Sensitivitat: 17/35=43,6 %
Mulitanalyt Sensitivitat: 13/35=37,1 %

OspC IgM Multianalyt IgM
Spatinfektionen
positiv grenzwertig | negativ gesamt
positiv 37,1% (13) [ 2,9 % (1) 8,6 % (3) [43,6 %
17
LineBlot grenzwertig | 0 % (0) 0 % (0) 0% (0) 0 % (0)
IgM negativ 29% (1) | 0% (0) 486 % | 51,4%
(17) (18)
gesamt 37,1 % (13) [ 2,9 % (1) 57,1 % 100 %
(20) (39)

Wie zu erwarten war, fand sich VISE nur selten in den IgM-spezifischen Suchtests der
Spatmanifestationsseren, namlich nur in 8,6 % (3 von 35) im IgM-Immunoblot und in
4,9 % (2 von 35) im IgM-Multianalyt.

Bemerkenswert war die niedrige Ubereinstimmung der beiden Methoden beziiglich des
Antigens p4l1. Nur in 37,1 % (13 von 35) der Falle zeigten die Testverfahren ein
identisches Ergebnis an. Hierbei betrug die Sensitivitat des Multianalyt beztglich p41
0% (0 von 35). Eine Erklarung hierfir konnte die unterschiedliche Herkunft der
eingesetzten Antigene der beiden Methoden bieten. Im Multianalyt der Firma
virion/serion wird ein Antigen p41 vom Stamm B. burgdorferi sensu stricto eingesetzt.

Hingegen stammt das p41 des viramed Virastripe vom Stamm B. afzelii.
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IgM p41 Spéatinfektionen

ImmunoBlot Sensitivitat: 21/35=60 %
Multianalyt Sensitivitat: 0/35=0 %

p4l IgM Multianalyt IgM
Spatinfektionen
positiv grenzwertig | negativ
positiv 0 % (0) 0 % (0) 60 % (21)
LineBlot grenzwertig | 0 % (0) 0 % (0) 0% (0)
IgM negativ 0 % (0) 2,9% (1) 37,1 %

(13)

5.5 Atypische, anderweitige Diagnosen — Sensitivitat

5.5.119G

Bei den atypischen, anderweitigen Diagnosen waren 37 % (10 von 27) im 1gG-ViraStripe

positiv. Die durchflusszytometrische Methode befand 33,3 % (9 von 27) dieser Seren als

positiv. Die Konvergenzrate beider Tests lag bei 92,6 % (25 von 27).

lgG Gesamt atypische, anderweitige Diagnosen

Ubereinstimmung positiver Ergebnisse: 7/10=70 %

Ubereinstimmung negativer Ergebnisse: 13/14=92,3 %
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Gesamt IgG Multianalyt 1gG
atypische,
anderweitige
Diagnosen
positiv grenzwertig | negativ
positiv 25,9 % (7) 3,7% (1) 7,4 % (2)
LineBlot grenzwertig | 3,7 % (1) 7,4 % (2) 0% (0)

IgG

negativ

3,7% (1)

0 % (0)

48,1 % (13)

Beide Methoden erreichten die hdchste Positivrate der Antigene bei VISE. Im Immunoblot
waren es 44,4 % (12 von 27) und im Multianalyt 40,7 % (11 von 27). In 92,6 % (25 von

27) der Falle stimmten diese Ergebnisse miteinander tUberein.

IgG VISE atypische, anderweitige Diagnosen

Ubereinstimmung positiver Ergebnisse: 11/12=91,7 %

Ubereinstimmung negativer Ergebnisse: 14/15=93,3 %

VISE IgG Multianalyt 1gG
atypische,
anderweitige
Diagnosen
positiv grenzwertig | negativ
positiv 40,7 % (11) | 0 % (0) 3, 7% (1)
LineBlot grenzwertig | 0 % (0) 0% (0) 0% (0)

IgG

negativ

0 % (0)

3,7% (1)

51,9 % (14)
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5.5.2 IgM

Im IgM-Immunoblot waren 59,3% (16 von 27) der atypischen, anderweitigen
Diagnoseseren positiv. Entsprechend waren nur 29,6 % (8 von 27) dieser Proben positiv
im Multianalyt. Bei diesen Seren lag eine Ubereinstimmungsrate von 63 % (17 von 23)

VOor.
IgM Gesamt atypische, anderweitige Diagnosen

Ubereinstimmung positiver Ergebnisse: 6/15=40 %

Ubereinstimmung negativer Ergebnisse: 10/16=63 %

Gesamt IgM Multianalyt IgM
Spatinfektionen
positiv grenzwertig | negativ gesamt
positiv 26 % (7) 3,7 % (1) 29,6 % 59,3 %
(8) (16)
LineBlot grenzwertig | 0 % (0) 0 % (0) 0 % (0) 0 % (0)
IgM negativ 3,7 % (1) 0 % (0) 37 % (10) | 40,7 %
(11)
gesamt 29,6 % (8) | 3,7% (1) 66,7 % 100 %
(18) (27)

Genau wie bei den IgG-Tests war VISE das Antigen mit der hdchsten Anzahl positiver
Ergebnisse. 100 % (27 von 27) der Seren reagierten positiv darauf im IgM-Immunoblot.
Im IgM-Multianalyt waren 88,9 % (24 von 27) dieser Proben positiv auf VISE, wobei die
restiichen 11,1% (3 von 27) grenzwertig waren. Die Kongruenzrate der beiden
Diagnosemethoden lag bei 88,8 % (24 von 27). Hierbei gab es keine unterschiedlichen

Ergebnisse, da die 11,1 % von grenzwertigen Ergebnissen gebildet wurden.

IgM VISE atypische, anderweitige Diagnhosen

Ubereinstimmung positiver Ergebnisse: 0/0

Ubereinstimmung negativer Ergebnisse: 24/24=100 %
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VISE IgM Multianalyt 1gM
Spéatinfektionen

positiv grenzwertig | negativ

positiv 0% (0) 0% (0) 0% (0)

LineBlot grenzwertig | 0 % (0) 0 % (0) 0% (0)

IgM negativ 0 % (0) 11,1 % (3) 88,9 %
(24)

Bemerkenswert war die niedrige Konvergenzrate beider Tests beziglich der p41l-

Ergebnisse. Bei dieser Serengruppe lag diese bei nur 33,3 % (9 von 27). Hierbei fiel auf,
dass im Multianalyt 92,6 % (25 von 27) als negativ und die restlichen 7,4 % (2 von 27)
als grenzwertig eingestuft wurden, ohne dass es ein positives Ergebnis gab. Im
Gegensatz dazu waren 66,7 % (18 von 27) im Immunoblot positiv. Die Diskrepanz der
beiden Resultate beziglich p41 war ebenfalls im IgM der Spatmanifestationsseren

markant.

IgM p41 atypische, anderweitige Diagnosen

Ubereinstimmung positiver Ergebnisse: 0/0
Ubereinstimmung negativer Ergebnisse: 9/9=100 %

p41 IgM Multianalyt 1gM

Spéatinfektionen

positiv grenzwertig | negativ
positiv 0% (0) 7.4 % (2) 59,3 %
(16)
LineBlot grenzwertig | 0 % (0) 0% (0) 0% (0)
IgM negativ 0% (0) 0 % (0) 33,3%
)
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5.6 Auswertungsunterschiede der beiden Methoden

5.6.1 Interpretation der Gesamtergebnisse — IgG-Reihe

Die Ubereinstimmung des Gesamtbefundes der positiven Seren der IgG-Reihe lag bei
80,8 %. Entsprechend betrug die Ubereinstimmung der negativen Ergebnisse 90,5 %.

Die Ubereinstimmungswerte der richtig-positiven Ergebnisse lassen sich mit einem Blick
auf die grenzwertigen Ergebnisse des Multianalyt-lgG erklaren. Diese machen 11,9 %
aller entsprechenden positiven Befunde des LineBlot-lgG aus. Wirde man die
grenzwertigen Werte nicht in Betracht ziehen, ergébe sich eine Sensitivitat von 95,5 %.
Die Diskrepanz dieser beiden Daten, 80,8 % zu 95,5 %, lasst sich durch die

unterschiedlichen Auswertungskriterien beider Diagnosemethoden erklaren.

Ein grenzwertiges Ergebnis tritt im Immunoblot dann auf, wenn einzig die VISE-Bande
positiv ist.

Im Gegensatz dazu tritt dieses im Multianalyt auf, wenn 3-6 Punkte in der
Gesamtinterpretation erreicht werden. Hierflir kdnnen beispielsweise aulRer des VISE-
Analyts auch die folgenden Analyte separat positiv sein: p100, OspC, DbpA PKo, p58
oder p4li. Daruber hinaus kdnnen mit einem positiven VISE zusatzlich andere Analyte
grenzwertig oder positiv sein, um ein gesamtgrenzwertiges Ergebnis zu bewirken. In der
folgenden Tabelle werden die moglichen Konstellationen fur ein grenzwertiges
Multianalyt-1gG-Ergebnis dargestellt.

Tabelle 5.6.1-1: Punkteinterpretation der Antikorpertiter im Multianalyt

VISE 10-15 U/ml = 2 Punkte >15 U/ml = 4 Punkte
p100 10-15 U/ml = 2 Punkte >15 U/ml = 4 Punkte
OspC 10-15 U/ml = 2 Punkte >15 U/ml = 4 Punkte
DbpA PBr 10-15 U/ml = 2 Punkte >15 U/ml = 3 Punkte
DbpA Pko 10-15 U/ml = 2 Punkte >15 U/ml = 3 Punkte
p58 10-15 U/ml = 2 Punkte >15 U/ml = 4 Punkte
p41i 10-15 U/ml = 2 Punkte >15 U/ml = 4 Punkte
Lysat 10-15 U/ml = 1 Punkte >15 U/ml = 2 Punkte

Hierbei lasst sich zeigen, wie breit die Moglichkeiten fir ein grenzwertiges Ergebnis bei

der durchflusszytometrischen im Gegensatz zur Immunoblot-Methode sind. Diese
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Tatsache erklart auch den héheren Anteil grenzwertiger 19G-Ergebnisse im Multianalyt

(12,9 %) im Vergleich zum Immunoblot (2 %), welche wir in unseren Tests fanden.

5.6.2 Interpretation der einzelnen Antikérperergebnisse — IgG-Reihe

Die am besten korrelierenden Antigenergebnisse waren im Gesamttest, wie erwartet,
diejenigen von VISE-IgG mit 89,7 % (70 von 78). Die Rolle des VISE als hochsensitives
Antigen bei der Diagnose der Borreliose lasst sich dadurch erklaren, dass es die
konservierte immunodominante Region IR-6 enthalt (Liang et al., 1999a).

Einen Unterschied der beiden Diagnosemethoden stellt die mdgliche Bewertung der
Antikdrperkonzentrationen dar. Die Bandenbewertung im Immunoblot ist wie folgt: Wenn
eine Bandenintensitat gleich oder gréRRer als die Cut-off-Kontrolle ist, wird sie als positiv
gewertet. Ist ihre Intensitat kleiner als die Kontrolle, so wird sie als negativ angesehen.
Somit gibt dieser Test beziiglich der Antigene nur ein positives oder negatives Resultat
an. Dagegen koénnen im Serion-Multianalyt die gefundenen Antikérper grenzwertige Titer
aufweisen, wenn sie zwischen 10-15 U/ml liegen. Damit erlaubt die

durchflusszytometrische Methode eine spezifischere Analyse der gesuchten Antigene.

5.6.3 Interpretation der Ergebnisse — IgM-Reihe

Die Ubereinstimmung des Gesamtbefundes der positiven Seren der IgM-Reihe lag bei

60,7 %. Entsprechend betrug diejenige der negativen Ergebnisse 98,7 %.

Im Gegensatz zu der Kongruenz der beiden IgG-Testergebnisse lasst sich die niedrigere
Ubereinstimmung der positiven Ergebnisse bei IgM nicht mit einem hohen Anteil
grenzwertiger Ergebnisse erklaren. Diese machten insgesamt nur 3 % (3 von 101) aus.
Ein Grund fir diese Diskrepanz kdnnten die unterschiedlich analysierten Antigene der
beiden Methoden und deren Anzahl sein. Im Immunoblot werden Antikdrper gegen funf
Antigene, VISE, Ospl7, OspC, p39 und p41, gesucht. Dagegen setzt der Multianalyt auf
acht Analyte, VIsE, p100, OspC, Dbpa PBr, DbpA PKo, p58, p41i und Lysat.

Die niedrigste Sensitivitat in der durchflusszytometrischen Methode fand sich bei der
Analyse von IgM p4l1. Von den im Immunoblot 61 positiven Proben wurde keine im
Multianalyt bestatigt. Somit ergab sich in diesem Fall eine Sensitivitat von 0 %. Ein Grund

hierfir kénnten die unterschiedlichen Herkiinfte der eingesetzten Antigene sein. Im
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Multianalyt der Firma virion/serion wird ein Antigen p41 vom Stamm B. burgdorferi sensu
stricto benutzt. Hingegen stammt das p41 des viramed Virastripe vom Stamm B. afzelii.
Obwohl normalerweise die Antigene speziesubergreifend reagieren, sind hoéhere
Sensitivitdten bei Antigenen aus bestimmten Spezies bekannt (Goettner et al., 2005).
Daruber hinaus kénnte auch im Multianalyt die Bindung des p41 an dem Sondenmolekdl
(BEAD) fur die niedrige Sensitivitat ausschlaggebend sein. Eine Bindung, die keinen
stabilen Antigen-Antikdrper-Komplex erlaubt, wére theoretisch als Grund fir eine
niedrige Sensitivitat denkbar.

5.6.4 Darstellung der Ergebnisse

Der Hauptunterschied in der Ergebnisauswertung der beiden Tests liegt in der
Messmethode.

Im ViraStripe binden IgG- oder IgM-Antikorper an die auf dem Teststreifen fixierten
Antigene. Im néachsten Schritt bindet ein Alkalische-Phosphatase-Konjugat auf diesen
Antigen-Antikérper-Komplex. Diese Bindung ergibt eine lila Umfarbung des
Teststreifens. Wenn diese Farbintensitat derjenigen der Cut-off-Linie gleichwertig oder
starker ist, gilt der Streifen als positiv. Somit bildet dieser Antikbrpernachweis eine
gualitative Messung, da nur drei Intensititen (negativ, grenzwertig und positiv)

unterschieden werden kdnnen. Ein numerisches Ergebnis wird somit nicht geliefert.
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Abbildung 5.6.4-1: Entwickelte IgG viramed Immunoblots

Im Multianalyt binden markierte Detektormolekiile an den Antigen-Antikdrper-Molekilen.
Deren Menge wird dann vom Durchflusszytometer gemessen und in der easy-Plex-
Software analysiert. Diese bietet dann genaue Ergebnisse fiir jedes Antigen in U/ml und
gibt gleichzeitig eine Wertigkeit dafur an. Dadurch stellt die durchflusszytometrische
Methode die Messergebnisse in quantitativer Form dar. Im Folgenden wird ein Beispiel

eines solchen quantitativen lIgG-Messergebnisses vom Serion Multianalyt gezeigt.
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Abbildung 5.6.4-2: Testergebnisse von Serion Multianalyt IgG

Der Multianalyt hat den maf3geblichen Vorteil, dass die Ergebnisse von der Software

automatisch und objektiv ausgewertet werden. Somit unterliegt er nicht Schwankungen

und Fehlern, welche von den auswertenden Personen beeinflusst werden kénnen. Im

Gegensatz dazu mussen die Immunoblots von speziell geschultem Personal optisch

oder densitometrisch bewertet werden. Dieser Schritt kann eine zusatzliche Fehlerquelle

darstellen und zur Ergebnisverfalschung fiihren.

Die Daten vom Multianalyt kénnen als pdf-Dateien abgespeichert und somit exportiert

oder an andere medizinische Institutionen (z. B. zur weiteren Abklarung) geschickt

werden.
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5.7 Einsatz der diagnostischen Methoden zur serologischen

Verlaufskontrolle

Das serologische Gedachtnis besteht in zwei unterschiedlichen Formen. Die erste,
antigenabhéngige, Form bildet das Kurzzeitgedachtnis und die zweite Form, die
antigenunabhéangige, das Langzeitgedachtnis (Bernasconi et al., 2002). Die letztere
Form ist die Residualimmunitat, die einen bestehenden Schutz vor einer Reinfektion
darstellt. Diese Tatsache ergibt auch die Schwierigkeit des Einsatzes von serologischen
Diagnosemethoden zur Verlaufskontrolle. Auch nach einer ausreichenden Therapie ist
es moglich, dass IgM- oder IgG-Antikorper weiterhin bestehen bleiben (Hammers-

Berggren et al., 1994).

Da lgG-Antikorper Uber langere Zeit existieren kénnen, sollte eine alleinige serologische
Diagnose nicht als sichere Darstellung tber die Entwicklung einer Infektion gelten. Die
Kinetik der Antikorperkonzentrationen mithilfe von Seren zu unterschiedlichen
Zeitpunkten (vor, wahrend und nach der Therapie) ist dafiir laut Literatur besser geeignet
(Peltomaa et al., 2003).

Eine Uberlegung ware, insbesondere bei unklaren Fallen mit fraglichem Therapieerfolg,
die Kinetik der Antikorpertiter aufzuzeichnen.

Fur ein Verfahren der Messung dieser Kinetik ware eine quantitative Messmethode nétig,
um genaue Unterschiede in der Antikdrperkonzentration erkennbar zu machen. Dies
konnte eine mdgliche zukinftige Einsatzstelle fur die durchflusszytometrische Methode
darstellen. Besonders bei zweifelhaften Fallen bestiinde die Chance, dass exaktere
Antikorpertiter in Verbindung mit der Klinik einen akkurateren Ergebnisverlauf bieten
konnten. Hierbei steht der Weg frei fir eine Arbeit in Zukunft, welche die Eignung einer

solchen Verlaufskontrolle in Kombination mit klinischen Symptomen beurteilen kénnte.

5.8 Verbesserungen in der praktischen Testdurchfiihrung

Die Firma virion/serion empfahl in ihrem Durchfiihrungsschema die Benutzung eines
Dispensers mit Pipettenspitze zur Zugabe der rekonstituierten Partikelldsung und des
Konjugats in die einzelnen Kavitaten der Filterplatte. Die Spitze sollte nach jeder Kavitat
gewechselt werden, um eine Kontamination der einzelnen Kavitdten untereinander zu

vermeiden. Mit dieser Methode fiel jedoch auf, dass ein gewisser Rest der
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rekonstituierten Partikellésung innerhalb des Dispensers zu schaumen begann. Dieser
Effekt ware dahingehend kontraproduktiv, da eine Schaumbildung der BEADS das
Ergebnis verfalschen kann. Hierbei fand sich ein Vorteil im Einsatz einer Pipette zur
einzelnen Zugabe dieser Substanzen, da in diesem Fall der genannte Schaumungseffekt

nicht auftrat.
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6 Zusammenfassunq

Fur die Diagnose einer Borreliose bilden die serologischen Antikdrpersuchtests in
Kombination mit der klinischen Symptomatik heutzutage den Standard. Bisher wurde der
indirekte Erregernachweis mittels zweier Verfahren durchgefihrt: dem ELISA und
Westernblot. Beide Diagnosemethoden sind der etablierte Standard und stellen ihre
positiven Ergebnisse mittels Farbumschlagen dar, welche die Menge der Antigen-
Antikbrper-Komplexe aufzeigen. Ziel wunserer Studie war es, eine nheue
durchflusszytometrische Methode zur Detektion von Borrelienantikérpern zu testen und
die Ergebnisse mit den Ergebnissen der in der Klinik und Poliklinik fiir Dermatologie und

Allergologie am Biederstein eingesetzten Methode des Immunoblots zu vergleichen.

Hierbei wurden 101 Seren von Patienten untersucht, die mit dem Verdacht auf eine
etablierte Borreliosefrihinfektion oder -spatinfektion in die Klinik und Poliklinik fur
Dermatologie und Allergologie am Biederstein kamen. Die Patienten wurden aufgrund
ihrer Anamnese und Klinischen Symptomatik in drei Gruppen eingeteilt: Frihinfektionen,
Spatinfektionen und atypische, anderweitige Diagnosen. In die Frihinfektionsgruppe
wurden Patienten mit EM, MEM und Lymphozytom eingeteilt. Die Spatinfektionsgruppe
umfasste die Diagnosen ACA, Lyme-Arthritis und Neuroborreliose. Patienten, die keine
der oben genannten Symptome zeigten, aber einen Verdacht auf eine
Borrelioseinfektion hatten, wurden der Gruppe der atypischen, anderweitigen Diagnosen
zugeteilt.

Von allen untersuchten Patienten lagen positive ELISA-Tests vor und zusatzliche
Immunoblot-Tests zur Bestéatigung des Verdachts einer Infektion. Letztere wurden zum
Vergleich mit der neu entwickelten durchflusszytometrischen Testvariante
herangezogen. In unserer Arbeit wurden jeweils die 1gG- und IgM-Gesamtergebnisse
und die entsprechenden einzelnen Antikorperresultate von VISE, OspC, p83/100, DbpA
und p58 (alle aus IgG) und VISE, OspC und p41 (alle aus IgM) gegentiibergestellt.

Die Diurchfihrung des Multianalyts wurde entsprechend der Einweisung von
virion/serion und der Gebrauchsanweisung in den vorausgesetzten Laborbedingungen
gemacht. Bei folgender Auswertung muss in Betracht gezogen werden, dass beide
Methoden unterschiedliche Antigene untersuchen und andere Wertungssysteme

aufweisen, somit auch Ergebnisabweichungen von diesen Faktoren beeinflusst werden.

Insgesamt zeigte sich beim Multianalyt-Testverfahren eine niedrigere Sensitivitat als in
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der etablierten Immunoblot-Methode. Im Immunoblot-lgG wurden 67 der 74 Seren (Frih-
und Spatinfektionen) als positiv bewertet, wobei aber nur 54 vom Multianalyt-IgG
bestatigt werden konnten. Die Sensitivitat war somit beim Immunoblot mit 90,5 % hdher
als beim Multianalyt, welche in diesem Fall 73 % betrug.

Im IgM-Test der Frihinfektionsfalle fanden sich im Immunoblot 21 positive von insgesamt
39 Seren, wobei 14 im Multianalyt auch als positiv eingestuft wurden. Beziglich IgM lag
die Sensitivitdt vom Immunoblot bei 53,9 % und vom Multianalyt bei 35,9 %.

Von den untersuchten IgG-Antikdrpern ergaben sich jeweils die hdchsten Sensitivitéaten
bei VISE. Dabei waren 66 der 101 Seren diesbeziglich positiv im Immunoblot und
analogerweise 60 im Multianalyt. Somit war der Immunoblot mit 89,2 % sensitiver
gegeniuber dem Multianalyt mit 81,1%.

Die Erkennung negativer Proben der neuen durchflusszytometrischen Methode ergab
im Vergleich bessere Werte. Von den insgesamt 21 im Immunoblot-IgG als negativ
befundenen Seren wurden 19 im Multianalyt bestatigt. Die Kongruenz lag hierbei bei
90,5 %.

Im IgM-Test fanden sich im Immunoblot 45 negative Proben, von denen 44 auch im
Multianalyt negativ bewertet wurden. Somit verzeichnete sich hier die hdchste

Kongruenz negativer Resultate mit 97,8 %.

Die Diskrepanz der Testergebnisse beider Methoden kénnte drei Grinde haben.
Erstens unterscheiden sich beide Testverfahren in der Interpretation der
Antigenergebnisse. Die etablierte Immunoblot-Methode zeigt nur qualitative Ergebnisse
(positiv oder negativ) an, wobei der Multianalyt quantitative Resultate in U/ml angibt und
diesen mithilfe der easy-Plex-Software eine Wertigkeit zugeordnet wird. Dabei sind nur
in der durchflusszytometrischen Methode grenzwertige Antigenergebnisse mdglich, ein
Faktor, welcher nicht unwesentlich die Sensitivitat in unserem Test herabsetzte.
Zweitens untersuchen die zwei Testverfahren eine unterschiedliche Anzahl von
Antigenen. Bei beiden Verfahren tragen die einzelnen Resultate zum Gesamtergebnis
bei. Dadurch muss bedacht werden, dass die direkt miteinander verglichenen 1gG- und
IgM-Gesamtergebnisse von den unterschiedlichen Antigenresultaten beeinflusst sind
und somit Schwankungen unterliegen.
Drittens besteht nur beim Multianalyt die Moglichkeit fur ein grenzwertiges 1gG- oder
IgM-Gesamtergebnis. Beim Immunoblot kann nur der IgG-Test ein grenzwertiges
Gesamtergebnis anzeigen und nur unter der Voraussetzung einer alleinigen positiven
VIsE-Bande. Bei der durchflusszytometrischen Methode bestehen multiple Optionen fir
ein grenzwertiges Ergebnis. Somit ist auch die Wahrscheinlichkeit eines solchen
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grenzwertigen Ergebnisses in diesem Fall héher.
Die genannten Unterschiede der Ergebnisauswertung und -darstellung sollten in der

Auswertung als Einflussfaktoren zusatzlich bedacht werden.

AbschlieBend zeigt sich, dass die durchflusszytometrische Methode eine hdhere
Detektionsrate insbesondere bei den manifestierteren Infektionen mit positivem IgG-Titer
besitzt. Insgesamt war die Ausbeute der negativen Ergebnisse hoher, weshalb ein
Einsatz dieses Tests zur Kontrolle negativer Proben in Erwéagung gezogen werden kann.
In Verbindung mit den genaueren quantitativen Antikorpertitern konnte die
durchflusszytometrische Methode in Zukunft insbesondere zur exakteren Abklarung bei
fraglichen Infektionen eingesetzt werden.
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