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Lyme Borreliose

Sensitive und spezifische Diagnose im Friihstadium

Eine neue Maglichkeit, eine Borrelien-
Infektion bereits kurz nach einem
Zeckenbiss sensitiv und spezifisch nach-
zuweisen, bietet ein spezieller Enzyme-
Linked Immuno SPOT (EliSpot)-Assay.

yme Borreliose, hervorgerufen
durch das Bakterium Borrella burg-
dorferi sensu lato, ist die bedeu-
tendste durch Zecken ubertragene Infektions-
erkrankung in Europa. Bin direkter Nachweis
der Borrelie als wichtigster Parameter der
Infektion ist allerdings nur innerhalb weniger

nach der Diagnose der typischen klinischen
Symptome Gblicherweise durchgefihrte se-
rologische Untersuchung ist jedoch in dieser
Frihphase wenig aussagekraftig, da bis zu
vier Wochen nach dem Zeckenbiss noch kel-
ne Antikdrper vorhanden sind. Auch spiter




Der sogenannte LymeSpot-Assay erlaubt
hingegen eine Uberwachung der 1-Zell-ver-
mittelten Immunantwort und hillt dadurch
unidare serologische Befunde abzukddren,
Dies git insbesondere in friben Stadien und
bei persistierenden Infektionen, wenn die idi-
nischen Symptome nicht mit den Ergebnissen
der Serologie Ubereinstimmen.

Gefahr einer
Multisystemerkrankung

Allein in Deutschland wird die Zah der Neu-
Infektionen mit Lyme Borreliose durch Bisse
des gemeinen Holzbodks (Ixodes ricinus) auf
60000..100000 pro jahr geschitzt, Vor allem
SOddeutschland gilt als Hochendemiegebiet.
Die Infektion mit dem Bakteriurm kann zu einer
Multisystemerkmnkung, also einer chronischen
entzindlichen Erkrankung des gesamien Kor-
pers, fihren. Anfangs beschrankt sich diese auf
eine charakteristische, annihemd kreisformige
Hautrotung um die Bissstelle herum, das Ery-
thema migrans (Stadium [}, Im weiteren Verauf
kann die Borreiiose Herz, Gelenke, Augen so-
wie das periphere und das zentrale Nervensy-
stem befallen (auch Neurcborreliose genannt,
Stadium 1I). Da s in Europa bislang keinen
geeigneten Impfstoff gegen Borrelien gibt, ist
eine unmitielbare Behandlung mit Antibioti-
ka angezeigt, um Spatschaden zu verhindem,
Etwa 10 % der Patienten leiden auch nach ei-
ner Therapie an Beschwerden und es kommt
zur chronischen Lyme Arthritis, Acrodermatitis
chronica atrophicans (ACA) oder einer chro-
nischen Encephalomyelitis (Stadium Hf),

Nach dem Aufreten der typischen Sym-
ptome wie Wanderrote oder Gelenkschmer-
zen, folgt dblicherweise ein aweistufiger di-
agnostischer  Nachweis, der allerdings oft

Bild 1: Um das Potential eines spezielien Borrellon-EliSpot fir die Diagnose zu testen, wurden die
Lymphozyten eines Stadium 11I diagnostizierten Patienten mit verschiedenen Borrelien-Antigenen
stimuliert, Bild A zeigt die Negativ-, B die Positivkontrolle. Der Test mit Borrelien-Volantigen (C)
zeigt eine hohe Sensitivitat, der spezifische Nachwels der T-Zell-Antwort auf verschiedene Borre-
len-Spezies erfolgte beispielsweise anhand von synthetischen OspC-Sequenzen (D).

(Queile: AID Diagnostika)

unbefriedigend ist: Zunachst soll ein sensitiver,
jedoch wenig spezifischer Enzyme Linked Im-
munosarbent  Assay  (ELISA)-Suchtest erste

Ober AID

Die AID Diagnostika GmbH vertreibt di-
agnostische Gerdte und Produkte sowie
die dazugehorige Software fur den Bereich
immunologie, Infeltionskrankheiten und
Humangenetik. Das inhabergefUhrte Un-
ternchmen wurde 1989 gegrundet und hat
mittlerwedle zwel Schwesterfimen, von
denen sich die GenlD (Genome Identifica-
tion Clagnostics GmbH) mit der Entwick-
lung und Produktion von Diagnostika (PCR,
EliSpot, Westernblot, Microarray) befasst.
Neben PCR-Kits zur Erregerdiagnostik, zur
Pharmakogenetik, Immunologie oder Hi-

matologie hat sie EliSpot-Assays, Immu-
noblots und Mikroarrays im Portfolio. Die
AID (Advanced Imaging Devices GmbH)
entwickelt und stelit Auswertungs- und
Bildanalysegeriite ber. So wurde beispiels-
weise einer der meistgenutzten EliSpot-
Reader, das AID EiSpot-Reader-System
ur Bildakquirierung, Auszahlung, Doku-
mentierung und Archivierung von EliSpot-
Platten und Wells, von ihr entwickelt und
seither im eigenen Haus produziert. AID
st weltweit fir den Vertrieb rustandig.
Alle drei Firmen sind in Strallberg, Baden-

Warttemberg, angesiedelt und beschifti-
gen zusammen etwa 40 Mitarbeiter,
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Antikorper nachweisen, Bei fraglichen und
positiven Befunden erbringt der Immunoblot
bislang sichersten Ergebnisse. Doch die Sero-
logie kennt viele Ausnahmen und Sonderfille
und korrellert vor allem in der Frohphase - bis
2u vier Wochen nach dem Zeckenbiss -, wenn
noch keine Antikarper vorhanden sind, und
in den spiiteren Phasen einer Borreliose nicht
unbedingt mit den beobachteten Symptomen.
Hinzu kommt, dass die serclogischen Testsy-
sterme eine hohe Fehlerquote aufweisen.

Schritt in
Richtung ideale Diagnostik

Besteht der Verdacht auf eine mégliche Bor-
refieninfeition, sollte eine ideale Diagnostik
diese maghchst frih nach einem Zeckenbiss
sowohl sehr sensitiv als auch spezifisch nach-
weisen, Auflerdem solite sie den Erfolg einer
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gesamten Zeltraums unauftallig war, weisen die EliSpot-Ergebnisse auf einen deutlichen Zusammenhang zwischen den erhdhten Spotzahlen und den
tatsachlich beobachteten kiinischen Symptomen hin.

(Antibiotic-JTherapie belegen und, wenn
maglich, eine akute von einer erfolgreich the-
rapierten  Borreliose unterscheiden kdnnen.
Bel persistierenden Beschwerden wire auch
ene Aussage (ber dieses sogenannte Post-
Lyme-Syndrom” sehr wichtig

Aufgrund der genannten Nachtede der bis-
herigen Praxis, hat AID den EliSpot-Assay, eine
weit verbreitete Methode zur Uberwachung
der T-Zell-vermittelien Immunantwort, die sich
vor Jlem in Impfstudien bewahrt hat, speziell
Fir Borrelien angepasst und In Zusammenarbeit
mit awei Priven in SGddeutschland getestet,
Dabel werden wele Blutzellen eines Patienten,
darunter auch T-Zellen, mit bestimmaen Anti-
genen - In diesem Fall der Borrele - konfron-
tiert. Hatte das immunsystem mit dem Erreger
bereits frilher Kontakt, reagiert ein Teil der T-Zel-
len sehr sensitiv und sofort mit der Freisetzung
von bestimmten Stoffen (Zytokinen). Liegt dies
allerdings Jahre urick, bendtigen die T-Zellen
sgnifikant langer, um diese Stoffe freizusetzen.
dem EliSpot abgeblidet werden,

Die T-Zell-Realtion auf Antigene kann, als
zentraler Teil der zelluSiren Immunantwort,
wesentlich mely Informationen ber den
Ablauf einer Immunantwort gegeniber dem
Erreger liefern als serologische Methoden, die
die humorale Immunantwort widerspiegein.
Grund dafir ist die Variabilitit in Bezug auf die
Anzshl der aktivienten T-Zellen bedehungowei-
se die Art der ausgeschitteten Zytokine und
ihre Dynamik. Dies kann for Fragestellungen
in Ferschung und Diagnostik genutzt werden,
da im EliSpot-Assay auf Ebene der Einzelzellen
sehr sensitiv der Zeitpunkt einer Infektion an-
hand der Freisetzung von Zytokinen bestimmt
werden kann, Von Vorteil ist dabes, dass sich
die aktivierten T-Zeflen in Form von irmever-
siblen Spots® niederschiagen. Dadurch lasst
sich die Auswertung relativ einfach automati-
sieren, Dieser Umstand hat - in Kombination

mit kommerziell verfigbaren Antigenen und
harmonisierten Protokolien - zu einem hohen
Grad an Standardisierung gefuhrt,

Die Zuverlissigkedt von EliSpot-Assays st
inxwischen belegt und die Methode kormmt
unter anderem In Impfstudien, darunter auch
in der Emtwicklung von Peptidvakzinen als
neue Moglichkeit der Krebstherapie sowie bei
mmunsupprimierten Patienten zur Beobach-
tung der T-Zellreaktion auf das Epstein-Barr-
oder das Cytomegalo-Virus zur Anwendung,

Vorteile in der Frithphase und
beim ,Post-Lyme-Syndrom”

Beim Nachweis von Infektionserregern ist die T
Zell-Diagnostik vor allem dann den Massischen
Methoden Oberlegen, wenn ein Krankheitserre-
ger neben akuten infektionen auch persistieren-
de Infeltionen verursachen kann und Lateru-
phasen hat, in denen er nicht nachzuweisen ist.
Wenn der Direkinachweis mittels Anzucht oder
PCR scheitert und auch die Serclogie die akute
Infieltion nicht erfasst, kann die T-Zed-Antwort
somit weiterfuhrende Informationen  liefern
Belsplelsweise lasst sich eine latente ebenso
wie eine akute Tuberkulose mit einem EliSpot
spezifisch nachweisen, wobei eine katente In-
fektion von einer Immunreaktion, die durch
ene frohere BCG-(Bacile Calmette Guérin:)
Impfung oder eine NTM-{nicht-Tuberkulose-
Mykobaiserien-)Iinfeltion hervorgenden wur-
de, abgegrenzt werden kann. Diese Anwendung
st insofern Gbertragbar, als sich auch der Erre-
gor der Borrefiose Uber weite Phasen der Er-
rankung nur indireikt Ober dse hervorgenufiene
Immunreaktion nachweisen Risst. Allerdings ist
hier der weitere Krankheitsverlauf nach einer
Serokonversion am Beginn der Errankung mit
den dassischen Labormethoden nicht mehr dif-
ferenziert 2y verfolgen,

Hiex ist die T-Zel-Diagnostik in Form des Eli-
Spot Klar im Vortell, da bei einer infektion be-

(Quelle: AID Diagnostika)

reits nach kurzer Zeit die Anzahl der spezfisch
stimulerbaren IFN-y-freisetzenden T-Zellen aks
sehy friher Schritt in der Immunantwort auf Ee-
regerantigene ansteigt. Der hohere Arbeitsauf-
wand steht der Automatisierbarkeit und somit
den Eirsatz des LymeSpot als Mitted der Wahl
fur die Erstdiagnose eher unwahrscheinlich, Sei-
ne eigentiiche Bedeutung egt in der Abklarung
von unidaren serologischen Befunden in frihen
Stadien, vor allem auch im Stadium il einer Bor-
rellose, wenn klinische Symptome und die sero-
logischen Ergebnisse der Westernblot-Analyse
nicht Gbereinstimmen. Bel einem Spender mit
mehreren surickiegenden Zeckenbissen ohne
erinnertes Erythema migrans, der zum Tell unter
starken Muskel- und Weichteilschmerzen sowie
TaubhensgefOhlen in den Extremitaten itt, war
€5 AID maglich, den zeitichen Krankheitsveriauf
mit Spotzahlen und Korrelation 2u Klinischen
Symptomen und Therapie Uber mehrere jahre
hinweg zu becbachwen. Ein Vergleich der Er-
gebnisse mit den Winischen Daten bestatigte
die enge Komelation der Beschwerden mit einer
entsprechend erhohten Spotzahl und belegt
damit Kar das Potential der EliSpot-Otagnostik.

Diagnostik-System EliSpot
AID Diagnostika,
www.aid-diagnostika.com
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