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I. Einleitung

Willy Burgdorfer gelang 1981 de Isolierung eines Bakteriums aus der Familie
der Spirochéaten. Das Bakterium wurde nach ihm Borrelia burgdorferi benannt
und wird fur die weltweit vorkommende Borrelienkrankheit verantwortlich
gemadht.

Die Diagnose dieser Multisystemerkrankung stiitzt sich auf verschiedene
Pfeiler, namlich Anamnese, klinische Untersuchung uml auf serologische
Untersuchungen.

Die  Auswertung der  serologischen  Diagnoseverfahren  wie
Immunfluoreszenztest und Westernblot bereitet aufgrund fehlender
Standardisierung roch immer Schwierigkeiten, so dal3 die serologischen
Untersuchungen die klinische Diagnose urterstiitzen, sie der nicht ersetzen
konnen.

Wenn eine Infektion mit Borrelien einen typischen klinischen Verlauf hat und
sich z.B. durch en Erythema migrans manifestiert, gibt es keine
Schwierigkeiten eine Diagnose au stellen. Da sich bel Borrelienkrankheiten
aber sehr unterschiedliche Verlaufe mit unterschiedlichster Beteiligung on
einzdnen Organsystemen gezegt haben, ist die Diagnose bei  diesen
atypischen Verlaufen auch fir erfahrene Arzte schwierig. Deshalb ist es um so
wichtiger, eine Standardisierung der Labordiagnostik zu erstellen, um mt den
serologischen Testverfahren ein zusétzli ches diagnostisches Mittel zu haben.

Bisher wurden in Europa drel Spezes von Borrelia burgdorferi sensu lato mit
humanpathogener Wirkung beschrieben. Diese drei  unterschiedlichen
Borrelienstdmme haben  verschiedene  Antigenstrukturen, die  @nen
serologischen Antikorpernadhweis erschweren.

In Nordamerika, wo de Lyme- Borreliose lediglich durch Borrelia
burgdorferi sensu stricto ausgel0st wird, ist die Antigenvariabili tét geringer.

Da in den USA dennoch &hnliche Probleme bel dem
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Serumantikdrpernachweis auftraten, startete 1994 as CDC (Center of Disease
Control) eine nationale Kampagne aur Etablierung eines allgemein gutigen
Standards in der serologischen Diagnostik der Lyme- Borreliose.

Zuerst wurde ane nationale Serumprobenbank eingerichtet, in der sowohl
Seren von an Borreliose ekrankten Personen gesammelt wurden, als auch von
gesunden Kontrollpersonen. Von den verwendeten Testverfahren erbradcite
kein einzener Test die von der WHO (World Hedth Organisation) geforderte
Spezfitét von 98% bzw. eine entsprechend hohe Sensitivitét. Deshalb hat man
in den USA ein zwei- Testverfahren etabliert, welches eine Verbesserung der
Nadweisgenauigkeit bietet. Als Screeningtest wird ein Immunfluoreszenztest
oder ein ELISA (enzyme- linked immunosorbent assay) durchgefuhrt, der bei
pasitivem oder grenzwertigem Ergebnis durch einen Westernblot erganzt wird.

Fur den Westernblot wurden fir Immundobulin G und Immungdobulin M
Positivitétskriterien festgelegt.

AuRBerdem wurden die Stdmme, die gedgnete Antigene fir den
Antikdrpernachweis exprimieren, festgelegt.

Probleme in der Diagnostik stellen die auftretenden Kreuzreaktionen
zwischen Oberflachenantigenen von bestimmien Bakterien (gramnegative
Enterobakterien, Treponemen, Leptospiren, Borrelia reaurrentis, etc.) und
Borrelia burgdorferi dar. So kann z. B. aufgrund der fast identischen Flagellen
eine Kreuzre&tion zwischen Treponema pallidum und Borrelienantikdrpern zu
einem falsch positiven Ergebnis fiihren. Das Ergebnis muf3 durch einen TPHA-
Test (Treponema palli dum Hamagg utinations- Test) kontrolli ert werden.

Falsch pasitive Ergebnis<se sind auch bei frischen EBV (Epstein- Barr- Virus)-
Infektionen aufgetreten. Die Ergebnisse konnen durch einen Westernblot
abgeklart werden.

Probleme in der Diagnostik werden auch durch urterschiedliche Titerhthen
hervorgerufen. So kann die Hohe der Antikorpertiter fur 1gG (Immungdobulin
G) und IgM (Immundobulin M) mit dem klinischen Krankheitsbild korrelieren,
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es konren aber auch nedrige Antikorpertiter bel einer klinisch schwer
verlaufenden Borreliose auftreten.

Ebenso kdnren hohe Antikorpertiter bel  klinisch leichtem Verlauf
nadweisbar sein.

In den Friihphasen einer Infektion kann ein Antikérpernachweis fehlen, da bel
der haufig zuerst lokalen Infektion (Erythema migrans in 10- 30% der Féalle
pasitiv) der Korper noch keine Immunantwort gebildet hat. Es ist dann keine
serologische Diagnose moglich. Im  disseeminierten Stadium sind gewohnlich
IgM- Antikorper nachweisbar. Ursadhe fir das Fehlen von IgG- Antikdrpern
ist der sogenannte IgM- 1gG- Antikdrper- Switch, der Folge ener somatischen
Deletionsmutation in B- Lymphozyten- Genomen ist. Es wird vermutet, dal3
gpater nadchweisbare IgM- Antikorper durch die Prasentation von neuen
Epitopen entstehen, die immunogene Potenz besitzen.

Bel immunsupprimierten Patienten ist der Nadwels von Antikdrpern
aufgrund der algemein urterdrickten Immunantwort im Regelfal nicht
maoglich.

Durch eine frihzdtige Antibiotikatherapie kann beim Auftreten eines
Erythema migrans die Antikorperantwort des Koérpers unterdriickt werden. Zu
Beginn der Infektion schwad nachweisbare IgM- Antikorper kdnnen urter die
Nadweisgrenze dsinken urd eine Serokonversion in IgG- Antikérper kann
vollsténdig ausbleiben.

Die mit den Tests nachgewiesenen Antikorper bieten dem Korper keine
Immunitét bei Reinfektion. Diese Tatsadhe l&af3t sich darauf zurlckfuhren, daf3
es aufgrund der Heterogenitét der Borrelienstdmme fast unméglich ist, dal3 sich
ein Patient zweima mit dem gleichen Erreger infiziert. Aul3erdem kann roch
keine Aussage darlber gemadit werden, wie lange die enmal gebildeten
Antikorper im Korper zirkulieren. Bei der Bewertung der Testergebnisse sollte
man stets die Mdglichkeit vorheriger Infektionen (Seronarben) in Betradt
ziehen, was sch im Westernblot durch den Nadweis von bestimmten spét
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auftretenden Banden wie zB. 100, 93, 88, 83 kD (Kilodaton) - Banden
widerspiegelt.

IgM- Antikorper konnen persistieren. Es wird in Einzdfélen beschrieben,
da3 IgM- Antikdrper noch bis zu zwei Jahre nach einer Borrelieninfektion
vorhanden waren, ohne dal3 dazu ein klinisches Korrelat gefunden werden
konrte.

Die Darstellung der urterschiedlichen Faktoren, die die Ergebnisse der
serologischen Testverfahren bednflusen, macht die Notwendigkeit einer
Standardisierungder einzenen Testverfahren deutlich.

In der vorliegenden Studie werden die in der Dermatologischen Klinik in
Marburg angewandten serologischen Testverfahren, namlich
Immunfluoreszenztest und Westernblot, hinsichtlich Sensitivitét und Spezfitét
ausgewertet. Es wird mit Hilfe des datistischen Verfahrens der bindr
logistischen Regresson (berprift, ob ein signfikanter Zusammenhang
zwischen dem Ergebnis der angewandten Testverfahren urd dem jewelli gen
klinischen Krankheitsgadium der Borrelienkrankheit besteht.

Zusétzlich wird Uberprift, ob eine Korrelation zwischen einer Infektion mit
Borrelien urd der Erkrankung an Morphea bestent und es werden die
Haufigkeitsverteilungen der jewelligen Krankheitsbilder in Abhénggkeit von
Alter, Geschlecht und serologischem Testergebnis dargestellt.



|.1. Vorkommen und Klassifikation der Borreliosen

Bel den Borreliosen handelt es sch um eine von Schildzeden (Ixodes ricinus
in Mitteleuropa und Ixodes dammini in den USA) Ubertragene bakterielle
Infektionskrankheit. Zuerst beobadtet wurde die Erkrankungim Bezrk Lyme
im US- Bundesdaa Conredicut, wo 1975 lei Kindern gehauft Arthritiden
auftraten, die dann als Lyme- Arthritis bezechnet wurden.

1981lisolierte Willy Burgdorfer aus der Zedkenspezes Ixodes ricinus das zur
Famili e der Spirochédten gehdrende Borrelia burgdorferi- Bakterium. Es handelt
sich dabei um bewegliche Bakterien mit 7- 11 Flagellen, die jeweils an den
Enden des Bakteriums stzen urd von einer periplasmatischen Hille umgeben
sind. Das Bakterium hat eine Lange von 8- 30 um und ist somit deutlich grofer
als Treponemen oder Leptospiren, zu denen eine enge Verwandtschaft besteht
(ebenfall s Famili e der Spirochéten).

Borrelia burgdorferi ist ein gramnegatives, mikroagophiles Bakterium, das
sich nach Giemsa oder Warthin- Starry anférben 183t. Bei einem Durchmesser
von 0,2 his 0,5 um besteht es aus 1,5 3,8 um langen Windungen, die nicht
konstant sind.

Es tragt ein lineaes Chromosom, welches ale fir die Funktion des
Bakteriums wichtigen Gene enthélt und mehrere zrkulére Plasmide, die zB.
Informationen fr die , outer surfaceproteins® tragen.

Mittlerwelle wurden aus Zedken der Spezes Ixodes mehr als zehn
verschiedene Borrelienbakterien isoliert. Die drel humanpathogenen Erreger,
die ds Ubertrager der Borrelienkrankheit bestédtigt wurden, sind Borrelia
burgdorferi sensu stricto, Borrelia dzdii und Borrelia garinii. Sie werden urter
dem Oberbegriff Borrelia burgdorferi sensu lato zusammengefaldt. Wahrend in
Europa dle drei Borrelien- Spezes vorhanden sind und von Ixodes ricinus und

Ixodes persulcaus Ubertragen werden, trifft man in Nordamerika



auschlieldlich auf Borrelia burgdorferi sensu stricto, die durch Ixodes
scapularis und Ixodes padficus Ubertragen werden.

In Ostasien konnten bisher Borrelia garinii und Borrelia dzdii nachgewiesen
werden, deren Vektor Ixodes persulcausist.

Fur die weiteren Borrelienspezes, die bisher isoliert wurden, konnte keine
Humanpathogenitat festgestellt werden.

Die folgende Tabelle bietet eine Ubersicht tber die verschiedenen Borrelien-

spezes und Uber die unterschiedlichen Vektoren:

Geographische Borrelien- Art Vektor Pathogenitéat
Verbreitung
Nordamerika Borrelia burgdorferi  |1. scapularis +
sensu stricto I. pacificus +
Borreliaandersonii  |I. dentatus -
Group DN 127 |. pacificus -
Europa, West- Borrelia burgdorferi |I1. ricinus +
Ruf3land sensu stricto
Borrelia garinii |. persulcatus, I. +
ricinus
Borrelia afzelii |. persulcatus, I. +
ricinus
Group VS 116 |. persulcatus, I. ?
ricinus
Group Poti B2 I. ricinus ?
Ost- Ruf3land, Ost- | Borrelia garinii |. persulcatus +
Asien
Borrelia afzelii |. persulcatus +
Arktische und Borrelia garinii l. uriae +
Antarktische
Zonen
Japan Borrelia garinii |. persulcatus +
Borrelia afzelii |. persulcatus +
Borrelia japonica |. ovatus ?
Borreliamiyamotoi | 1. persulcatus -

Tabelle 1;: Talaska, 1998 a, S. 13
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|.1.1. Ubertragungsmedhanismen und L ebenszyklus von Borrelia

Burgdorferi

Die Ubertragung der Borrelien erfolgt von der Zedke aim Menschen auf
hamatogenem Weg. Bis es zu einer Ubertragung \on Borrelien kommt, wird
ein langer Weg durchlaufen.

Der Erreger Borrelia burgdorferi  zirkuliert zwischen Vektoren urd
Reservoirwirten. Als Vektoren dienen Schildzeden der Gattung Ixodes (in
Westeuropa Ixodes ricinus und Ixodes persulcatus). Je nach Standort wird eine
Durchseuchungsrate der Ixodes- Larven mit Borrelia burgdorferi von 0- 5%
angenommen. Fir die Nymphen schwanken die Angaben zwischen 5- 30% und
fur das adulte Stadium der Zedken wird eine noch hdhere Durchseuchungsrate
angenommen. Als Reservoirwirte dienen je nadh ©Okoogischem Gebiet
Kleinnager wie Wddmaus, Rételmaus, Brandmaus und Gelbhalsmaus, sowie
einige Arten der Insedivora- Spezes wie Igel und Spitzmaus. Bisher ist nicht
gekléart, ob auch Eichhdrnchen urd einige Vogelarten as Reservoirwirte von
Bedeutungsind.

Zum Lebenskreislauf der Ixodes- Zedke:

Die Ixodes- Zedke bendtigt ein feuchtes Klima, um wéhrend der nicht
parasitischen, d.h. blutmahlzeitfreien Intervalle tberleben zu kdénren. Daau
kann verrottetes Laub aus Laub- und Mischwaldflachen dienen, das ganzjéhrig
ein stabil es Feuchtreservoir fur die Ixodes- Zeden bietet.

Vor allem in den Monaten von Mérz bis Oktober suchen die Zedken einen
Wirt und sind dann (berwiegend an gu zugangdichen Orten wie langen
Grashalmen, Bléttern urd Strauchern zu finden. Der Schlusselreiz fur eine
blutsaugende Zedke, sich auf einen Wirt, d.h. auf ein Sdugetier fallen zu lassen,
ist die Wdrnehmung des Geruchs von Buttersdure beim Wirt. Diese

Buttersiure entsteht aus dem Schweil3 der Saugetiere.
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Zusétzlich ist ein Temperaturreiz, das heil3t eine Mindestaul3entemperatur von
6 Grad Celsius notwendig.

In den restlichen Monaten, d.h. von November bis Februar, sind Zedkenstiche
unwahrscheinlich, es =i denn, es handelt sich um einen ausgesprochen milden
Winter.

Normalerweise haben Zedken der Gattung Ixodes einen zweijdhrigen
Lebenskreislauf. Dabei werden die Stadien Ei, Larve, Nymphe und adulte
Zedke durchlaufen. Das adulte Ixodes- Weibchen legt im Fruhjahr 2000 bs
3000 Eier, die dann bis zum Herbst zu Nymphen heranreifen. Im
darauffolgenden Friining bzw. Sommer werden die Nymphen aktiv und suchen
sich als Wirte Menschen, Mause, Wild, Vogel und andere Vertebraten. Die
Nymphen haben eine grof3ere Chance ds die adulten Zedken, Borrelien von
infizierten Wirtstieren zu tbernehmen urd eine Infektion zu Ubertragen, well
sie am einen im Frihling urd Sommer sehr viel aktiver sind als die aulten
Tiere und aufgrund ihrer geringeren Grofde haufig erst sehr spdt bemerkt
werden. Eine Infektion hat dann oft bereits gattgefunden. Die adulten Tiere
zeigen im Herbst nochmals eine &tive Phase, in der sie sich fir den Winter
einen Wirt suchen, um dannim Friihjahr wieder Eier zu legen.

Obwohl, wie oben beschrieben, die Durchseuchungsrate mit Borrelien in
manchen Regionen sehr hoch ist, kommt es nicht durch jeden Zedkenstich zu
einer Infektion. Dies ist darin begriindet, dal3 der Saugakt der Zedke ane
gewise Zeit in Anspruch nehmen mul3, bis die Borrelien vom Darm der Zedke
in die Speicheldrisen gelangen konnen. Dies geschieht selten in einem
Zeitraum unter 24 Stunden.

Wird de Zedke vorher entfernt, komnt es nicht zu einer Borreli eninfektion.
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I.2. Klinische Symptomatik

Borreliosen sind Multisystemerkrankungen, die Haut-, Muskel- und Skelett-
System, Zentrales Nervensystem (ZNS) und Peripheres Nervensystem (PNS),

lymphatisches System, Herz und Augen einbezehen kénnen. Die Erkrankung

|&3t sich in drei verschiedene Stadien einteilen, fir die jewells bestimmte

klinische Symptome typisch sind. Oft sind de Ubergange flieRend und eine

genaue Stadieneinteilungist sehr schwierig.

In der folgenden Tabelle wird ein Uberblick Uber das vielfdtige
Krankheitsbild gegeben:

Stadium 1 Stadium 2 Stadium 3
uncharakteristische | Kopfschmerzen,
Beschwerden Fieber, Myalgien,
reg. Lymphknoten-
schwellung
Latenzzat 5-40Tage 3 Wochen bis 3 Monate bis JHhre
Monate
Haut Erythema migrans | multiple ECM- Acrodermatitis
(ECM) Lasionen, chronica
Lymphadenitis atrophicans
cutis benigna Herxheimer , evtl.
Lichen sclerosus
und Morphea
Dermatomyositis-
ahnl. Zustandsbild,
febrile nodulére
Panniculitis
Muskel- und Arthralgien, Arthritis rezdivierende
Skelett- System Myalgien, Arthritis
Fibromyalgie- (chron. progressyv,
Syndrom chron. symmetr.
Polyarthritis)
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Stadium 1 Stadium 2 Stadium 3

ZNS/ PNS Cephalgien Meningopdyneuri- | Meningoencephali -
tis Garin- tis, Meningo-
Bujadoux- myeloencepha-
Bannwarth, litis,
lymphozytare Polyneuropathie
Meningtis, uni- o.
bilaterale
Fadalisparese,
Sehnerven-
entzindungen,
Augenmuskel-
l&hmungen
Radikulitis,
Myelitis, Neuritis
cranialis

lymphat. System | Lymphadenosis
cutis benigna

Herz Herzrhythmus- als Spétfolge evtl.
stérungen, dil atative

Myokarditis, Kardiomyopathie
Perikarditis

Auge Chorioretinitis,
IridozyKilitis,
Keratokonjunktivi-
tis,Augenmuskel-
l&hmungen

Tabelle 2: Wolfgang Githoff, 1998 S. 81

Aufgrund der grofRen Affinitdt von Borrelia burgdorferi zu Haut und
Bindegewebe ist das dermatologische Spektrum bei Borrelieninfektion grof3
und umfaldt das Erythema migrans, das Borrelienlymphozytom
(Lymphadenosis cutis benigna) und de Acrodermatitis chronica arophicans
Herxheimer.

Durch Vermehrung in Zellen wie Fibroblasten, Endothelzdlen urd
Makrophagen gelangt Borrelia burgdorferi in die Blutbahn urd von dort ins
Bindegewebe, wo de Erreger histologisch urd elektronenmikroskopisch
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nadhgewiesen werden konnen.

Bel dem Erythema migrans handelt es sch um eine friilhe Manifestationsform
in der Haut, die haufig als kleiner roter Fledk, Knoten oder Quaddel beginnt
und im weiteren Verlauf zentral abblaldt; gleichzdtig setzt sich das Erythema
migrans in die Peripherie fort. Das Erythem kann spontan abheilen, oder aber
Wochen bis Monate ,, weiterwandern oder rezdivieren.

Be dem Borrelienlymphozytom handelt es sch um eine weitere
Hautmanifestation, die gehduft bei Kindern zu finden ist. Das
Borrelienlymphozytom befindet sich in Form einer blauroten Schwellung
bevorzugt am Ohr an der Helix oder im Bereich des Ohrlgppchens. Haufige
Begleitsymptome sind Abgeschlagenheit und Fieber. Bel Erwadisenen
manifestiert sich das Borrelienlymphozytom selten urd dann im Bereich der
Mamille oder des Skrotums. Differentialdiagnostisch miissen in diesen Féllen
maligne Lymphome ausgeschlossen werden.

Bel der Acrodermatitis chronica drophicans Herxheimer, dem Spétstadium
der Hautmanifestationen bei Borrelieninfektion, tritt im Verlauf von Jahren aus
zunadhst hellroten urscharf begrenzten Erythemen, die mit einer 6demattsen
Verdickung der Haut einhergehen, eine aunehmend streifige oder flachige
Hautatrophie auf. Uberwiegend ist die Erkrankung an den Stredkseiten der
Extremitdten lokalisiert und erscheint dort in Form von streifenférmigen
Fibrosen oder im Bereich der Ellenbogen haufig als juxtaatikuldre Knoten.
Diese sind im Gegensatz zu Rheumaknoten oder Gichttophi nicht schmerzhaft
und gut verschieblich. Begleitsymptom der ACAH ist bel ca 50% der
erkrankten Personen eine Begleitneuropathie, die sich in Form von Kribbeln
oder Ziehen in den Dbetroffenen Hautabschnitten &uRert. Weliteres
Begleitsymptom der ACAH kann eine Hyperimmungdobulindmie (insbesondere
IgM- Isotyp) sein. Es wurde beobadtet, dal3 diese in Verbindung mit ACAH
zu malignen B- Zell- Lymphomen urd zu Immunozytomen der Haut fuhren
kann.
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Es gibt weitere dermatologische Erkrankungen, bel denen Borrelia
burgdorferi aus Gewebe isoliert werden konnte. Ein Zusammenhang zwischen
diesen Hauterkrankungen urd einer Borrelieninfektion konnte bisher aber
nicht zuverldssg bewiesen werden. Dazu gehéren Morphea (Synonym:
circumscripte Sklerodermie), Dermatomyositis- artiges Zustandsbild, roseoléare
Erytheme, febrile noduldre readivierende Panniculitis, Granuoma anuare,
schrellender Finger, Lichen sclerosus et atrophicus, eosinophile Fasziitis
(Shuman- Syndrom), Raynaud- Syndrom, pigmentierte urtikarielle Erytheme
und lymphozytéare Infiltration.

Bel der Morphea handelt es sch um die kutane oder subkutane Form der
Sklerodermie. Eine Beteiligung won inneren Organen ist selten. An der Haut
entstehen rundliche Herde, die in der Mitte haufig derb sind und in der
Peripherie durch einen sogenanrten , lilacring* (blau- violette Farbe) begrenzt
sind.

Eine besondere Form der Morpheaist die Sklerodermie vom Sabelhiebtyp .
Dabei findet man vor allem im Bereich der Stirn sdbelhiebartig erscheinende
Hautveranderungen, die durch fibrosierende und entzindliche Prozesse
hervorgerufen werden. An den Extremitéten treten héufiger bandférmige
Veranderungen der Haut auf, die ebenfalls auf fibrosierende und entzindliche
Prozese arickzufihren sind. Die Prognose der Erkrankung ist gurstig zu
bewerten, wenn sich keine Zeichen einer systemischen Sklerodermie mit
entsprechenden Entziindungsparametern (Antikoérper gegen Topasomerase |/
Antizentromerantikorper/ antinukle&e Antikorper) finden. Die Hauterkrankung
selbst ist jedoch nu schwierig zu therapieren.

Im Zusammenhang mit dem Auftreten der circumscripten Sklerodermie wurde
von einigen Autoren eine haufig deichzetig bestehende Seropasitivitdt fir

Antikorper gegen Borrelien beobadhtet.
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|.3. Therapie bel Borrelieninfektion

Der Erreger der Borrelienkrankheit,

Borrelia burgdorferi, hat eine ehdhte

Affinitdt zu schlecht durchbluteten Korpergeweben urd zum zentralen

Nervensystem. Dadurch ergeben sich fir eine efolgreiche Therapie der

Erkrankungbestimmte Kriterien.

Das gewahlte Antibiotikum sollte ene lange Halbwertszet haben, es lite

einen niedrigen MHK- Wert (minimale Hemmkonzentration) haben urd gut in

die betroffenen Gewebe penetrieren konrnen. Abhéngg vom jewelligen

Stadium der Borrelieninfektion urd unter Berlcksichtigung eventueller

Antibiotikaunvertraglichkeiten hat sich folgende Therapie der Erkrankung

bewahrt:

Stadium 1:

Erythema migrans

Erste Wahl:

Doxycyclin 4 mg/lkg KG ora 20
Tage oder Amoxicilli n 30- 40 mg/kg
KG oral 14- 21 Tage

Bel Allergien:
Erythromycin 20- 40mg/kg KG 14- 21
Tage, evtl. Auch Azithromycin oral

Stadium 2;

fruh dissaminierte Borreliose

Erste Wahl:

Ceftriaxon 25 mg/lkg KG i.v. Uber
14-21 Tage oder Cefotaxim 50
mg/kg KG (2 Dosen i.v. Uber 10-14

Tage)

Bel Allergien:
Erythromycin 25 mg/kg KG i.v.

Stadium 3:

gpat diseminierte I nfektion

Erste Wahl:
Ceftriaxon 50 mg/ kg KG i.v. Uber
14 21 Tage, fdls Readiv:
Wiederholung der Therapie, evtl.
hohere Dosierung (z.B. 3x4g
Cefotaxim)

Tabelle 3: Hasder, 1998 S. 100
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Im Stadium zwel kann es im Rahmen einer diffusen Myokarditis eventuell
notig werden, bel Auftreten von AV- Blockierungen oder Asystolie @nen
Schrittmadher zu implantieren.

Im Verlauf der Behandlung von Stadium zwel und drel kann es unter der
Therapie a1 einer voribergehenden Verschlechterung des Krankheitshildes
kommen, was wahrscheinlich durch Bakterienzerfal hervorgerufen wird und
der Jarisch- Herxheimer- Reaktion bei Syphilis dahrelt. In diesem Fall ist die
Antibiose fur kurze Zeit zu urterbrechen urd de Gabe von 100- 300 mg
Prednisolon geredhtfertigt.

|.4. Pravention der Borrelieninfektion

Die Borrelienkrankheit tritt in Deutschland je nach Region mit einer Inzidenz
von 2- 48100000 Einwohner auf. Diese Daten wurden fir das Bundesland
Brandenburg im Zeitraum von November 1994 bs November 1996 erhoben.
Dabei wird davon ausgegangen, dal3 dhnlich wie in den USA nur ca ein Drittel
der Erkrankungsfélle afaldt werden, so dal3 die tatsddliche Inzidenz hoher
li egt.

Aufgrund der steigenden Inzidenz der Borreliosen in den letzten Jahrzehnten
und der damit wachsenden 6konomischen Bedeutung sollte man versuchen,
die Borrreliosen durch gedgnete Préventionsmal3nahmen zuriickzudrangen.

Diese sollten 6kadogisch vertréglich urd mit angemessenem finanziellem

Aufwand redisierbar sein.
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Folgende Préaventionsmal3nahmen werden dabei fir Deutschland vorgeschlagen
(Talaska, 1998 h S. 31- 33):

1. Personlicher Schutz

Meidung von Hochrisikogebieten wie Mischwéalder und Parks, vor allem in
der Hauptaktivitdtszet der Zedken von Frihjahr bis Herbst.

Es ist sinnwll bei Aufenthalt in einem Risikogebiet geschlossene,
enganliegende Kleidung (kann mit Kontaktgiften impragniert werden) und
festes Schuhwerk zu tragen, da en Hautkontakt mit Zedken dann richt moglich
ist.

Die dfektivste Praventionsmaldnahme ist eine regelméliige Entfernung der
Zedken aus Kleidung urd Haut, da die Borrelien erst wahrend des Saugaktes,
der haufig erst 24 ks 36 Stunden nach einem Zedenstich beginnt, Ubertragen

werden.

2. Einsatz von Acariziden:

Eine sehr effektive, aber 6kalogisch bedenkliche Methode, um in begrenzten
Regionen die Zedkenpopulationen einzuddmmen, ist der Einsatz von
Acaiziden. Dabei handelt es sch um Sprays oder Granulate, die Diaznon,
Chlorpyriphos oder das g/nthetische Pyrethroid Cyfluthrin enthalten.

3. Management der Wildtierpopulationen:
Da Wild (Rehe, Hirsche, etc.) und andere Saugetiere ds Zwischenwirte von
Zedken dienen, konnte in Endemiegebieten eine Reduktion dieser Tiere

sinnvoll sein.
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4. L andschaftsmanagement:

Um Zedkenpopulationen zu reduzieren, konnen Landschaften so verandert
werden, dal3 sie entweder fir Zeden selbst keinen Lebensraum mehr bieten,
oder fur die Zwischenwirte ungeagnet werden.

Es 2llite z B. bei der Neuanlage von Parkanlagen darauf geaditet werden,
da? moglichst wenig Unterholz mit Laubschichten, die anen gedgneten

Lebensraum fir Zedken bieten, entstehen kénnen.

5. Friherkennung und Frhbehandlung:

Wenn die Borrelieninfektion frih erkannt wird, hat man mit der
Antibiotikagabe ene gute und wirksame Behandlungsméglichkeit. Als klinisch
eindeutige Primérmanifestation entwickelt sich bel einem Grofdtell der
Patienten das erwdhnte Erythema dronicum migrans, welches die Diagnose

eindeutig madht.

[.4.1. Impfstoffentwicklung

Neben den genannten Préventionsmoglichkeiten arbeitet man an der
Entwicklung eines Impfstoff es gegen die Borrelienerkrankungin Europa.

Anders als in den USA, wo de Borreliose dlein durch Borrelia burgdorferi
sensu stricto verursadht wird, muf3 in Europa an Impfstoff gegen verschiedene
Borreliensubspezes (B. burgdorferi sensu stricto, B. garinii und B. afzdii)
entwickelt werden.

Der in den USA entwickelte Impfstoff besteht aus rekombinantem
monovalenten Lipoprotein  OspA (Outer surface protein A), einem
Oberfladchenantigen von B. burgdorferi.

In klinischen Studien wurde nach dreimaliger Impfstoffapplikation (nach O, 1

und 6 Monaten) ein wirksamer Impfschutz erzielt. Es wurde herausgefunden,
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daf3 der menschliche Organismus vor einer Infektion geschiitzt wird, indem der
Impfstoff die Spirochdten mit Hilfe der gebildeten Antikorper aus den
Vektoren eliminiert. Dies beruht darauf, dal3 Spirochden OspA nur
exprimieren, wenn sie sich in Zedken befinden. OspA wird nicht exprimiert,
wenn sich die Spirochéaten im menschlichen Blutkreislauf befinden. Es besteht
somit ein sicherer Schutz vor einer Infektion mit Borrelien, aber eine
bestehende Erkrankung kann durch eine Impfung ncht geheilt werden (Simon,
1999 S. 690-695).

In Europa ist dieser Impfstoff nicht wirksam, weil die ewéahnten
unterschiedlichen  Borreliensubspezes  verschiedene  Antigenstrukturen
besitzen, gegen die Antikdrper gebil det werden mif3ten.

Zur Zeit wird in Finnland de Wirksamkeit eines payvalenten Impfstoffs
gegen das OspC- Antigen in klinischen Studien getestet (Wahlberg, 1999 S.
233235).

AuRBerdem wird untersucht, ob sich eine bestimmte Antigenstruktur, die
Dekorin- bindenden Proteine, as Impfstoff gegen die unterschiedlichen

Borreliensubspezes eignet.

|.5. Diagnose der Borrelieninfektion

Nachweis der Borrelieninfektion:

Obwohl Experten sich schon lange mit einer Standardisierung des
serologischen Nadhweises von Borrelia burgdorferi beschéftigen, ist es noch
nicht gelungen, ein allgemeingutiges Standardverfahren zu etabli eren.

Die WHO- Expertenrunde, die 1993 in Piestany/ Slovakel zusammentrat,

konnte bezigich einer Leitlinie aim Borreliosennadhwels lediglich feststell en:
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»Diagnostische Methoden zur Erkennung wn Borreliose sollten auf dem
hochstmdglichen Grad der Sensitivitdt und Spezfitét standardisiert werden.”
(Talaska1998c, S. 55)

Prinzipiell kann die I nfektion nachgewiesen wer den:

1.. durch direkten Nadweis von lebenden Erregern, ihrer DNA oder
spezfischer Antigene

2.: durch Nadhweis der Immunantwort des Organismus gegen B. burgdorferi

Zu 1.: Erregernachweis
A: Direkter Erregernachweis:

Borrelien kénnen mittels verschiedener Farbungen dargestellt werden. Die
einfachsten Verfahren sind de verlangerte Giemsa- Férbung (Fixation des
Praparats mit Methylalkohol; Ubergieflen mit Azur- Eosin- Losung und de
Silberfarbung

Neuere Entwicklungen sind de immunologischen Farbetechniken mit
spezfischen Antikérpern zum Nadweis der Erreger.

Der kulturelle Nachweis der Borrelien gelingt durch Anzichtung in einem
spezellen Medium aus Néhrbouillon mit NaCl und Peptonen. Als
Untersuchungsmaterial dienen bei diesen Methoden Hautbiopsate, Liquor,
Gelenkpunktate, Augenkammerwasser oder Herzmuskelbiopsate. Bei den
Hautbiopsaten ist die Sensitivitat mit 45% am groften, so dal’ bei der Diagnose
Erythema dronicum mgrans und Acrodermatitis chronica drophicans
Herxheimer in etwa der Hélfte der Falle mit einem positiven Befund gerechnet
werden kann. Die Anzucht aus den anderen Materialien gelingt nur mit einer

Haufigkeit von ca 10%, so dal3 der kulturelle Nadhweis wegen der geringen
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Sensitivitdt und dem hohen Zeitaufwand fir die Routinediagnostik nicht
gedgnet ist (Talaska, 1998 d S. 48).

B: PCR: Polymerase- Chain- Reaction:

Mit der PCR hat man eine Methode entwickelt, mit der man DNA in Urin,
Liquor, Gelenkfllissgkeit und Hautbiopsaten nachweisen kann.

Durch die DNA- Polymerase und kurze DNA- Startstiicke, die sogenannten
Primer, konnen spezfische Tellabschnitte vermehrt werden (z.B. OspA- Gen,
Flagellin- Gen, 16s- rRNA- Gen). Bel bestimmter Primer- Auswahl kann
Geno- und Serotyp des einzenen Erregers bestimmt werden.

Fur den Borrelien- DNA- Nadweis wird in der Regel die Zwei- Phasen-
PCR durchgefiihrt. Zielgene kdnnen z.B. das OspA- Gen sein oder bestimnte
Abschnitte aif dem Flagellin- Gen ua. Die Sensitivitit der PCR ist
unzureichend, d.h. es werden immer noch zu viele kranke Personen als gesund
eingestuft. Einige Untersuchungen aus dem Jahr 1997 [elegen dies
eindrucksvoll:

Bamborschke und Herpel (Bamborschke und Herpel, 1997, Abstrad) fanden
bei Patienten mit klinisch typischer Neurobareliose nur in 3,31% paositive
Liquorbefunde. Karsten et al. (Karsten et al., 1997, Abstrad) konnten bei
Kindern mit Neurobareliose immerhin in 19,1% der Féle a@nen positiven
Liquorbefund mittels PCR feststellen. Wesentlich hther mit 63,6% war die
Sensitivitdt beim Nadhweis der B.burgdorferi- DNA aus Gelenkpunktat bei
Patienten mit Lyme- Arthritis.

Unter experimentellen Bedingungen sind die Ergebnisse der PCR- Diagnostik
beziglich der Borrelien- DNA wesentlich besser. Es kdnnen Keimzahlen von
<10 Keime/ ml nadgewiesen werden. Allerdings entfallen urter

Laborbedingungen die stérenden Variablen wie Kontamination durch andere
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Bakterien, sowie der Abbau von abgestorbener Borrelien- DNA durch
DNAsen.

Ein wesentlicher Schritt zur Verbesserung der PCR- Ergebnisse ware daher
ein zuverldssges Kuhlen bzw. Einfrieren der Proben, um die Keimzahl durch
Kontamination mit anderen Bakterien gering zu halten; den Proben mifdte aur
Konservierung Ethanol zugesetzt werden (Goodman, 1996 Plenary Sesson
Laboratory Diagnosis).

C: Antigennachweis mittels Enzymimmunoassay

Mit Hilfe @nes Enzymimmunoassay konnte das Borrelia burgdorferi- Antigen
in Urin, Liguor und Gelenkpunktat nachgewiesen werden. Positive Ergebnisse
fanden sich vor allem bel friihem Erythema migrans und bei chronifizierter
Borreliose. Es wurde festgestellt, dal3 unter Antibiotika- Therapie die
Antigenausscheidung im Urin stark ansteigt und dal3 diese Erregereliminierung
im Urin mittels des Enzymimmunoassays gut nachgewiesen werden kann
(Harris, N.S. und Boyd, G.S., 1995 S. 37- 41).

Zur Zeit kann bel diesem Test noch keine Aussage Uber die Sensitivitdt und

Spezfitdt des Antigennachweises gemadit werden, da e keine klinischen

Vergleichsgruppen ght.

Zu 2.: Nachweis der | mmunantwort des Organismus

Die Vorteile dieser Verfahren liegen darin, dal3 sie weniger aufwendig in der
Durchfihrung urd in der Regel preiswerter als der direkte Erregernachweis
sind.

Ein Naditeil besteht jedoch darin, dal3 die e@nzdnen Methoden nicht

standardisiert sind und eine Vergleichbarkeit unter den einzenen Labors
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schwierig ist. Diesem Problem wird durch Ringversuche begegnet, an denen
die anzenen Labors in bestimmten Zeitabstéanden teil nehmen.

Es ist noch nicht vollig klar, ob bei den drei unterschiedlichen
humanpathogenen Spezes (Borrelia burgdorferi sensu strictu, Borrelia dzdii,
Borrelia garinii) auch ein Erreger- speazfischer Organotropismus besteht. In
diesem Fal konnten bei unterschiedlichen Organmanifestationen von
vornherein differenzierte Antigene aim Nadweis der Immunantwort des
Korpers eingesetzt werden.

In den USA stellt sich dieses Problem nicht, da ds einziger humanpathogener
Erreger der Lyme- Borreliose Borrelia burgdorferi sensu stricto isoliert wurde.

Zur Zeit besteht die dlgemeine Empfehlung dal3 bel den angewandten
Testverfahren eine Spezfitét von 98% erreicht werden soll. Sofern die
Spezfitédt einzdner Testverfahren geringer ist, wird eine Kombination von
Tests empfohlen.

Die angewendeten Testverfahren urterscheiden sich vor allem in:

— der serologischen Tedhnik bei den verschiedenen Testverfahren
— verschiedenen Borelli a burgdorferi- Stdmmen als Testantigen

— der Antigenpraparation

— der Vorbehandlungder Seren

— der cut- off- Definition

An Tests werden zur Zeit durchgeftihrt:
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A: Fluoreszenzantikér pertest

Fur diese Untersuchungwerden Borrelien auf einem Objekttrager fixiert. Bel
der Fixation kommt es zur Exposition von Flagellin, einem bei Borrelien
vorkommendem Antigen.

Flagellin- Antikorper aus Patientenserum binden an Borrelien; as zweiter
Antikorper wird ein fluoreszenzfarbstoff markierter Anti- Humanantikorper
eingesetzt; somit sind de Borrelien im Fluoreszenz- Mikroskop sichtbar.
Dieser Test kann als IgM- bzw. 1gG- Screening- Test eingesetzt werden, der
bei positivem oder fraglich positivem Ergebnis mit einem Westernblot
kombiniert wird; es muf3 nicht auf die unterschiedlichen Borrelien- Genotypen
geaditet werden, da dal3 Flagellin- Antigen bei alen drei Untergruppen
(Borrrelia burgdorferi sensu stricto, Borrelia dzdii, Borrelia garinii) gleich ist.
Die Bewertung in den einzenen Labors (paositiv/ negativ) ist nicht einheitlich,
da es sch um subjektive Auswertungen des jeweili gen Untersuchers handelt.

Zur Objektivierung dieses Problems wird zur Zeit auf nationaler Ebene
durch die Deutsche Gesellschaft fir Hygiene und Mikrobiologie, auf
europaischer Ebene durch eine EU- unterstiitzte Gruppe und weltweit durch
die WHO versucht, eine Standardisierungin der Diagnostik der Borreliosen zu
erarbeiten (Tilton, R.C. und Ryan, R.W., 1993 S. 208-214).

B: Enzymimmunoassay

Mit dem Enzymimmunoasssy werden I1gG- oder IgM- Antikérper
nadhgewiesen.
Der Test beruht auf einer Enzym- Substrat- Reektion urd detektiert spezfisch
gebundene Antikorper aus dem Serum. Dabei komnt es beim Nadweis von
Antikdrpern zu einer Farbanderung im Serum, die mit der Konzentration der
Antikorper korreliert und mit Hilfe von chargenspeafischen Farbtabellen

ausgewertet wird.
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Mittlerwelle gibt es ein breites Spektrum von Enzymimmunoassays fur die
Borreliendiagnostik. Es gibt Tests mit Sonikat- Vollantigen (verhindert falsch-
pasitive Ergebnisse durch Treponemen), mit Anreicherung einzener Antigene,
aufgereinigte Flagellin- Tests und auch Tests mit rekombinanten Antigenen
oder Peptiden (Einsatz von definierten Proteinen, damit eine Verwedslung mit
anderen Antigenen richt moglich ist).

Die Probleme der IgM- Diagnostik bestehen darin, dal3 es durch die Re&ktion
mit Rheumafaktoren zu falsch- pasitiven Ergebnissen kommen kann.

Deshalb sollten die Seren mit Rheumafaktor- Absorbens oder p-Capture- Test
vorbehandelt werden, um rheumaspezfische Antikdrper herauszufiltern.

IgM- Antikorper kdnnen auch bei frischen oder redktivierten Epstein- Barr-
Virus- Infektionen nachgewiesen werden; es wird eine polyklonale Aktivierung
vermutet.

Des Weiteren erhdlt man falsch positive Ergebnise bel kreuzregtiven
Antikorpern:

humanpathogene Spirochéten wie Treponemen, Rickfallfieber- Borrelien (B.
reaurrentis), Hed- shock- Proteine p6Q p75 reagieren mit Antikorpern gegen
nicht verwandte Bakterien.

Falsch negative Ergebnise konren durch kompetitive Hemmung bel
gleichzeitig vorhandenen hohen Borrelien- speafischen 1gG- Antikorpern

auftreten.

C: Agglutinationstest

Beim indirekten Hamaggdutinationstest (IHA) werden durch speazfische
Antikorper, die sich im Serum befinden, Antigen- beladene Mikropartikel
agdutiniert.

Da die Sensitivitéat und Speafitéat nicht einheitlich bewertbar ist, wird der IHA
gelegentlich als Screening- Test verwendet.

27



D: Blotverfahren

Die Blotverfahren stehen als Westernblot und als Dotblot- Verfahren zur
Verfiigung wobei sich fir die Routine der Westernblot durchgesetzt hat.
Haufig wird der Westernblot im Anschlul® an einen positiven oder fraglich
positiven Immunfluoreszenztest durchgefiihrt, der sich als Screeningtest
etabliert hat. Beim Einsatz von Blot- Verfahren ist es wichtig, dal3 die Protein-
Expresson der Bakterienstamme Uberwadit wird, da manche Subkulturen
einzdne Proteine aum Tell nicht mehr exprimieren urd dese dann bel der
diagnostischen Bewertung entfallen. Die Borrelien- Proteine werden mit Hilfe
von Membranen gelelektrophoretisch aufgetrennt. Die aufgetrennten Proteine
werden auf Nitrozdlulose Ubertragen urd mit den Antikdrpern aus dem
Patientenserum zur Redktion gebradit. Die Redktionen werden mit einem
Human- Antikorper sichtbar gemadit. Dieser zweite Antikorper kann
radioaktiv oder durch ein Enzym mearkiert sein.

Prinzipiell ist es mdglich, unterschiedliche Genospezes, rekombinante
Antigene und Antigenpréparationen zu benutzen. Es ist damit der Nachweis
von IgG, IgM und IgA mdglich. Der Nadhweis von IgA hat jedoch fur die
Routinediagnostik keinen Vorteil erkennen lassen.

Je nach Hersteller werden zur Auswertung des Westernblots unterschiedliche
Proteine herangezogen: fir IgG das OspA/ OspB und OspD- Protein
(spezesgezfische Proteine, die sich hinsichtlich ihres Gewichts, das in
Kilodalton -kD- angegeben wird, unterscheiden); auf3erdem Hagellin urd ein
hochmolekulares Protein wie das 83/ 88 oder 1000 kD- Protein. Die
dominanten Antigene fir IgM sind das OspC, wiederum FHagellin urd de p39%
Bande.

Im Fribhstadium der humoralen Immunantwort erkennen die Antikorper nur

ein  kleines Spektrum der Borrelienantigene; mit  zunehmender
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Erkrankungsdauer wadst dieses Spektrum jedoch urd es werden teilweise
mehr as 20 Banden dargestellt.

Ein generelles Problem tritt beim Einsatz des Westernblot- Verfahrens auf:
wegen der unterschiedlichen Borrelia burgdorferi- Genotypen miften
eigentlich Antigene mehrerer Borrelienstamme gleichzeitig eingesetzt werden.
Dies bedeutet fur die Praxis, dald auf den Teststreifen zusdtzliche Banden
auftreten, die noch schledhter zu trennen sind. Eine mogliche Losung dieses
Problems besteht im Einsatz von rekombinanten Antigenen; hierbei werden nu
definierte Proteine engesetzt.

Bisher gibt es fir Europa noch kein einheitliches und standardisiertes
Diagnose- bzw. Auswertungsverfahren fur die Borrelien- Blot- Diagnostik.
Zum Teil wurden die fir die USA erstellten Richtlinien des CDC (Center of
Disease Control) fuir Deutschland Gbernommen. Diese Richtlinien sind aber nur
schledt CUbertragbar, well in Deutschland drel verschiedene humanpathogene
Borrelien- Spezes auftreten urd nicht wie in den USA lediglich Borrelia
burgdorferi sensu stricto.

In  einer Ende 1997 vertffentlichten Studie hat man nreue
Interpretationskriterien fur die Blot- Diagnostik in Europa vorgeschlagen. Daau
hat man die Seren europdischer Patienten mit Borrelienerkrankung urer
Verwendung won Immunoblots mit verschiedenen Stammen von Borrelia

burgdorferi untersucht und ist zu den nachfolgenden Ergebnissen gekommen:
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Definitionskriterien fir einen positiven Westernblot:

Die in der nadfolgenden Tabelle dargestellten Kriterien sind unter
Verwendungder genannten Stdmme aarbeitet worden. Derzeit ist nicht sicher,
ob dese Daten auch auf andere Stdmme der jeweiligen Spezes Ubertragen

werden konnen, da die Expresson der Proteine in verschiedenen Stémmen

unterschiedlich sein kann.

Spezies

[ gM- Antikor per

I gG- Antikor per

Borrelia burgdorferi sensu
stricto
(Stamm Pka2)

> 1 der folgenden
Banden:

p41-?, p39 OspC, 18kD,
17,3 kD

> 1 der folgenden
Banden:

p93, 58kD, 56 kD,
OspC, 21 kD*, 18 kD,
17,3 kD

P41 p39 OspC, p17

Borrelia garinii (Stamm | > 1 der folgenden > 1 der folgenden
Phi) Banden: Banden:
p41, p39 OspC p93 p39 OspC, 21
kD, 17 kD
Borrelia dzdii (Stamm | > 1 der folgenden > 2 der folgenden
Pko) Banden: Banden:

p39, 58 kD, 43 kD,
p39, p30, OspC, 21
kD, 17 kD, 14 kD

Tabele 4: Kamradt, 1998 S. 217

! Proteine, deren kodierende Gensequenz bekanrt ist, werden mit der algemein Ublichen
Bezachnung (z.B. OspC) oder dem Préfix ,,p“ vor dem Molekulargewicht in Kilodalton

(kD) (z.B. p41) bezéchret.

Fur Proteine, die noch nicht charakterisiert sind, wird nur das Molekulargewicht (z.B. 18

kD) angegeben.

2 Fiir das p41 (Flagellin) werden haufig Kreuzreaktionen beobachtet. Daher z&hlt eine 41
kD- Bande nur dann als positiv, wenn sie mindestens 0 stark ausgepragt ist, wie die 41 kD-
Bande in einem stark positiven Kontroll serum.

® Auch als p83 100 bezechret

* Nicht zu verwechseln mit dem etwa in gleicher Héhe laufenden OspC.
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[.6. Empfehlungen der WHO (World Health Organisation) und des CDC
(Center of Disease Control) zur Verbesserung der Diagnose bei
Borrelieninfektion (WHO, 1995, S.141):

Fir die Diagnostik der Borreliose gibt es von der WHO folgende
Empfehlungen:

1) Ein Minimum der Spezfitdt der serologischen Tests von 98% ist
erforderlich. Wenn dies nicht mit einem Test gewdahrleistet werden kann,
sollten Testkombinationen eingesetzt werden. Es werden keine bestimmiten
Testmethoden besonders empfohlen.

2.) Der cut- off eines srologischen Tests fur die Borreliose- Diagnostik sollte
an Hand eines Samples von 100 gesunden Erwachsenen fir eine Region
individuell eingestellt werden, um der unterschiedlichen Prévalenz in
unterschiedlichen Territorien Rechnungzu tragen.

3.) Bel Einsatz von quantitativen Tests Dllte der cut- off mit einer nicht para-
metrischen Methode (z.B. 98- Perzentile) eingestellt werden.

4) Zur externen Qualitdtsscherung sollten ale Laboratorien an den
entsprechenden Ringwversuchen teilnehmen. Die Ringwersuche sollten 6- 12
Seren, ungepodt und nicht verdiinnt umfassen, zusétzlich Angaben zur Klinik
und Anamnese. Alle Ergebnise misen mit dem Kklinischen Hintergrund
bewertet werden.

5.) Neu einzufiihrende Testverfahren missen vor Zulassung rachvoll ziehbar in
Sensitivitét und Spezfitdt mindestens den gegenwaértig verfligoaren Methoden
gleichwertig oder besser sein. In jedem Testkit mul3 der Hinwels enthalten

sein, dal3 eine Interpretation nu im Kklinischen Kontext moglich ist.
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In Deutschland gelten zur Zeit folgende Empfehlungen zur Borreli eninfektion,
die vom Land Brandenburg in Anlehnung an die Empfehlungen des CDC
aufgestellt wurden (Dr. F. Dresder, 1998und Dr. K. Stéhr, 1998:

1.) Jeder klinische Fall einer Borreliose, auch ein Erythema migrans, ist eine
antibiotisch zu behandelnde Erkrankung
2.) Die serologische Diagnostik der Borreliose sollte sich auf Grund der
Heterogenitdt der Erreger und einer noch urzureichenden Sensitivitdt und
Spezfitét der Tests zur Zeit priméar auf eine Kombination von 1gG- und IgM-
Enzymimmunassay oder Fluoreszenzantikdrpertest und 1gG- und IgM-
Westernblot stitzen.
3.) Vdlidierte Bewertungskriterien fir den Westernblot sind zur Zeit fir Europa
nicht verfigbar. Vorlaufig wird empfohlen, die CDC- Empfehlungen als
Richtlinie fir die Bewertungder Vollantigen- Westernblots anzuwenden.
4.) Ein typisches Erythema migrans ist eine Klinische Diagnose, die nicht
zwingend Anlal3 fir eine Serodiagnostik sein sollte.
5.) Weiterfilhrende Diagnostik ist nur in Ricksprache mit dem behandelnden
Arzt einzuleiten. Wenn bei Kklinischem Verdadht auf spé disseminierte
Borreliose bzw. beim Post- Lyme- Syndrom die empfohlene Basisdiagnostik
keine Klérung bringt, sollte man im Interess des Patienten, der unter einem
immensen Leidensdruck und einer schweren Bedntraditigung seiner
Lebensqualitét stehen kann, mit dem meximalen diagnostischen Spektrum
herangehen, um welitestgehend eine therapiebedlrftige Erkrankung von einer
Lyme- Phobie ebzugrenzen.
6.) Eine Lues- Serologie (TPHA) zum Aus<chlul® nicht Borrelia- burgdorferi-
spezfischer Reaktionen sollte nur in den Fallen durchgeftihrt werden, die mit
dem empfohlenen Testschema nicht geklért werden kénnen.
7.) Kein Borrelien- Befund darf ohne Interpretation durch den Laborarzt / Arzt
fur Mikrobiologie freigegeben werden.
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8.) Eine sinnwlle Befundinterpretation ist nur in enger Zusammenarbeit mit
dem behandelnden Arzt moglich. Ohne Angabe aur klinischen Symptomatik ist
eine Watung des Befundes im Sinne der Erkrankung der Lyme- Borreliose
nicht moglich.

9.) Laborbefunde missen in Zukunft zwischen den Laboratorien vergleichbar
werden bzw. sollten die sich aus den Befundkonstellationen ergebenen
Interpretationen zu geichen Schluf¥folgerungen bezigich des Infektionsgatus
fUhren. Der Aufbau eines Serumpanels von Klinisch definierten Borreliosen ist

dafir dringend erforderlich.
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I1. Ziel und Fragestellung der Studie

Wie bereits beschrieben, ergeben sich bel der Diagnosestellung einer
Borrelieninfektion Probleme. Dies ist zum enen auf eine mangelnde
Sensitivitét und Speazfitét der serologischen Testverfahren zurlickzuftiihren urd
zum anderen auf eine mangelnde Standardisierung bei der Anwendung der
Testverfahren.

Ziel der vorliegenden Studie ist es, die Sensitivitdt und Speazfitdt der
verwendeten Testverfahren Immunfluoreszenztest und Westernblot fir 1gG und
IgM darzustellen.

Es 2ll analysiert werden, ob der Immunfluoreszenztest die Aufgaben eines
Screening Verfahrens erflllt.

Bel der Auswertung des Westernblots wird die binér logistische Regresson
durchgefuhrt. Dabel werden die Personen beriicksichtigt, die definitiv, d.h.
gemal’ klinischer Diagnose ekrankt sind. Mit diesem Analyseverfahren kann
die Art des Zusammenhangs zwischen testpositiven Personen urd dem
jewelli gen Krankheitsgadium dargestellt werden.

Des Weiteren soll dargestellt werden, ob es zwischen der Erkrankung an
Morphea und einer Borrelieninfektion eine Korrelation gbt. Da es sch bel
dieser Auswertung ncht um eine Fall- Kontroll- Studie handelt (es ist keine
gesunde Kontroll gruppe vorhanden), wird lediglich der Anteil der Patienten mit
pasitivem Testergebnis, welche gleichzdtig die klinische Diagnose Morphea
haben, dargestellt.

AuRBerdem werden die efaldten Daten nach Haufigkeit des Auftretens
mannlicher und weiblicher Patienten in den verschiedenen Krankheitsgadien,

sowie nach der Altersverteilungin den jeweili gen Stadien dargestellt.
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[11. Methodik

[11.1. Datener hebung

Bel der vorliegenden Studie handelt es sch un eine retrospektive Studie,
deren Grundlage die Auswertung \on Patientenakten aus der Dermatologischen
Klinik der Phili pps- Universitéat Marburg ist.

Bei den erhobenen Daten handelt es sch um bereits vorhandene Daten aus
Patientenakten. Die anamnestischen Daten, die klinischen Untersuchungen urd
die serologischen Testverfahren wurden aus<chliefdlich zur Sicherung der
Arbeitsdiagnose Borrelienerkrankung durchgefuhrt. Fir die Patienten entstand
keinerlel zusétzliche Belastung

Die Auswertung der Akten beschrankt sich auf den Zeitraum zwischen 1994
und 1998

Fur jeden Patient wurden folgende Daten erhoben:

Alter, Geschledt, klinisches Stadium der Borrelieninfektion, Ergebnisse von
serologischen Verfahren, d.h. Immunfluoreszenztest und Westernblot, Ergebnis
des TPHA- Tests und des Tests auf Rheumafaktoren.

Um eine Aussage Uber die statistischen Zusammenhénge zwischen dem
jewelligen Erkrankungsdadium der Borreliose und den festgestellten
Testergebnisen zu maden, werden die Daten mit Hilfe der binér logistischen
Regresson analysiert.

Allgemein dient die Regressonsanalyse daai, die Art des Zusammenhangs
zwischen abhangiger und unabhéngiger Variable au ermitteln, d.h. man kann
den Wert einer abhadnggen Variablen aus den Werten urebhéngiger Variablen
vorhersagen.

Die binér logistische Regresson prift die Abhanggkeit einer dichotomen
Variablen von anderen Variablen beliebiger Skalierung Dabel handelt es sch

bei der dichotomen Variablen normalerweise um ein Ereignis, das eintreten
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kann oder nicht. Mit Hilfe der bindr logistischen Regresson wird de
Wahrscheinlichkeit des Eintretens eines Ereignisses in Abhanggkeit von den
Werten der unabhangigen Variablen beredhnet.

Die Warscheinlichkeit des Eintretens eines bestimmten Ereignisses wird

nach folgender Formel beredhnet:

_ 1
C1+e”

P

Dabel steht z flr: z=b, xx, +b, xx, +....+b, xx, +a

b sind de Regressonskoeffizienten, die mit Hilfe der bindr logistischen
Regresson beredhnet werden. x; sind de jeweiligen Werte der unabhénggen
Variablen urd a ist eine Konstante.

Ergibt sich fir das © berechnete p ein Wert, der kleiner als 0,5 ist, so geht
man davon aus, dal3 das Ereignis nicht eintritt. Im anderen Fall nimmt man das
Eintreffen des Ereignisses an.

Ubertragt man diese digemeine Beschreibung auf die Daten aus den
Patientenakten, so ergibt sich:

Abhangige, dichotome Variable ist der Westernblot, der als mdgliches
Ergebnis entweder positiv oder negativ ist.

Unabhangige Variablen sind in diesem Fall die Krankheitsdadien 1- 3 der
Borreliose.

Mit Hilfe der binér logistischen Regresson kann nuneine Aussage Uber die
Wahrscheinlichkeit des Aduftretens eines positiven Testergebnises im
Westernblot in Abhangigkeit vom jeweiligen Krankheitsdadium gemadit
werden.

Nicht eingeschlossen wurde in das Analyseverfahren das Krankheitsgadium

0, da es sch bei diesem um Patienten ohne klinische Diagnose e@ner Borreliose
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handelt; um wirklich sicher zu gehen, dal3 keine Borrelieninfektion vorliegt,
wird als Ausschlul3verfahren ein Westernblot durchgefiihrt.

Zusétzlich wurden Patienten aus der bindr logistischen Regresson
ausgeschloseen, die durch einen paositiven TPHA- Test (Luesserologie) oder
einen positiven RF-Test (Rheumafaktornadhweis) ein falsch positives

Testergebnis hatten (Variable ,, Filter in der bindr logistischen Regresson).

1l .1.1. Datenschutz

Die aus den Patientenakten erhobenen Daten Alter, Geschledht, Stadium der
Borrelieninfektion, Ergebnisse von IFT und WB, Ergebnis von TPHA- und RF-
Test werden geschiitzt. Die Datenerhebung erfolgt ohne Aufnahme des Namen
des jewelli gen Patienten. Damit dennoch nachvollzogen werden kann, welche
Daten zu einem bestimmten Patienten gehtren, wird jedem Patienten eine
fortlaufende Zahl zugeordnet. Diese Numerierung wird aber nur studienintern

verwendet, so dal3 die Patienten auf jeden Fall anonym bleiben.

[l .2. Patientenkoll ektiv

Il .2.1. Ein- und Ausschluf3kriterien des zu untersuchenden

Patientenkoll ektivs:

In die Studie a@ngeschlosseen wurden Patienten, die im Zeitraum zwischen
1994 und 1998in der dermatologischen Ambulanz vorstellig wurden oder
stationdr aufgenommen wurden urd bei denen eine serologische Untersuchung
auf Borrelieninfektion durchgeftihrt wurde.

Die in die Studie aifgenommenen Patienten missen eines der folgenden

Einschlukriterien erfillen:
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1) Die Patienten haben einen klinisch begrindeten Verdadt auf eine
Borrelien- Infektion.

2.) Die Patienten haben einen anamnestisch begriindeten Verdadht auf eine
Borrelien- Infektion.

3.) Die Patienten haben bereits eine serologisch gesicherte Borrelieninfektion,
und es wird eine Verlaufskontroll e durchgefiihrt

4.) Die Patienten haben einen klinischen Verdadt auf eine Borrelieninfektion
aber eine negative Borrelienserologie, und es wird eine Verlaufskontrolle
durchgeftihrt.

Ausgeschlosen wurden digjenigen Patienten, die nicht im vorgegebenen
Beobadchtungszeitraum in der dermatologischen Klinik behandelt wurden, und
Patienten, bei denen keines der serologischen V erfahren Immunfluoreszenztest

oder Westernblot angewendet wurde.

Besonderheiten:

Patienten, die sich mach dem klinischen Bild keinem der definierten Stadien
der Borrelieninfektion zuordnen lief3en bzw. bei denen mdglicherweise ane
andere Erkrankung \orlag wurden urter der Kategorie , Sonstige® (Stadium

,0") subsumiert.

[11.2.2. Stichprobenumfang und Zielvariable

Es handelt sich um ein Patientenkollektiv von 201 Personen, bel denen
insgesamt 314 Untersuchungen zur Borrelienserologie  durchgefuhrt
wurden, davon bel 63 Patienten Wiederholungsuntersuchungen, d.h.

V erlaufskontroll en.
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Bei den Patienten mit Verdadit auf eine Borrelieninfektion wurde ds
Screening Verfahren ein  Immunfluoreszenztest durchgefiirt, der bei
positivem oder grenzwertigem Ergebnis durch einen Westernblot ergénzt
wurde.

Zielvariable ist die Erfasung des Ergebnisses des Westernblots (positiv/
negativ) in Abhangigkeit vom jewelli gen Krankheitsgadium.

[l .3. Untersuchungstednik

Wie bereits erwdhnt, werden zur serologischen Untersuchung auf
Borrelieninfektion die Testverfahren Immunfluoreszenztest und Westernblot
eingesetzt. Dazu wird das Patientenserum auf 1gG- und IgM- Antikérper
untersucht. Die Laboruntersuchungen werden im klinischen Labor der
Hautklinik durchgefiihrt.

Il .3.1. Tednische Gerate und M aterial

Bei dem indirekten Immunfluoreszenztest handelt es sch um ein Produkt der

Firma ,viramed® (Borrelia burgdorferi 1gG - bzw. IgM- IFT), das zum
Nadweis von 1gG- bzw. IgM- Antikérpern gegen Borrelia burgdorferi
gedgnet ist.
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Zur Durchfuhrung der Tests werden folgende Materialien urd Hilfsmittel
benttigt:

— Borrelia burgdorferi Antigen- Objekttrager, zehn Felder, beschichtet mit
Borrelia burgdorferi, StammB31

— Borrelia IgG- bzw. IgM- pasitive Kontrolle, human, lyophilisiert (Lyme-
pasitive- Control)

— Borrelia IgG- und IgM- negative Kontrolle, human, lyophilisiert (Lyme-
negative- Control)

— Konjugat, Antihumangobulin von der Ziege, gebrauchsfertig: 1gG-
speazfisch fir den IgG- Kit und IgM- spezafisch fur den IgM- Kit

~ PBS- Puffersalz, pH 7,5

— Eindedkmedium, Glycerol

— Dedkglaschen

— Blotter

— Marsorb G, Anti- IgG- Absorbens, gebrauchsfertig

— Separat erhdltlich. FTA- ABS Sorbens zur Entfernung \on
Reitertreponemen fir B. burgdorferi IFT, gebrauchsfertig

Im Anschluf3 an einen positiven oder grenzwertigen IFT wird ein Westernblot
der Firma ,viramed® zum Nadweis von IgG - bzw. IgM- speafischen
Antikdrpern gegen Borrelia burgdorferi durchgefiihrt. Dazu werden folgende
Materialien bzw. technische Hilfsmittel bendtigt:

1. Antigen- Streifen, Nitrozdlulose- Streifen, an denen Antigene von
B. burgdorferi gebunden sind, elektrophoretisch aufgetrennt in
einzedne Banden, gebrauchsfertig, numeriert, Isolat vom Stamm B31
Der Streifen fur die Cut- off- Kontrolle ist mit einem ,C*
gekennzeichnet.

2 B. Burgdorferi 1gG-, IgM- pasitive Kontrolle, human, flisgg,
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Konzentrat B. burgdorferi 1gG-, IgM- Cut- off- Kontrolle, human,
flissg, Konzentrat

3B. burgdorferi negative Kontrolle, human, flisdg, Konzentrat
4 Antihumang obulin- Konjugat, Ziege, konjugert mit alkali scher
Phosphatase, 10- fadr Konzentrat, fliissg

5. Proben-/ Waschpuffer

6 Proben-/ Waschpuffersalz

7 Chromogen-/ Substratldsung gebrauchsfertig

[11.3.2. Unter suchungsablauf

Fur die Durchfihrung des Immunfluoreszenztest ergibt sich folgende
Vorgehensweise:

Zuerst misen die Reagenzien \orbereitet werden. Sie missen auf
Raumtemperatur gebradht werden (20-25°C) und de lyophilisierten
Reagenzien misen mindestens 15 Minuten vor Gebrauch rekonstituiert
werden. Sie sind deshalb vorsichtig zu mischen, eine Schaumbildung ist zu
vermeiden.

Die Objekttrager sind bereits gebrauchsfertig, die Kontrollen missen mit
PBS- Puffer verdiinrt werden:

— Negative Kontrolle; 1:100in PBS- Puffer
— 1gG- pasitive Kontrolle:  1:10in PBS- Puffer
— IgM- pasitive Kontrolle: 1:10in PBS- Puffer

Die Konjugate sind gebrauchsfertig, das Puffersalz des PBS- Puffer wird mit
1l Aqua dest. verdinrt. Um die Cut- off-, d.h. Grenzwert- Kontrolle
herzustellen, sollten die Kontrollen bis zu der auf dem Kit- Etikett

angegebenen Titerstufe (+/- eine Titerstufe) verdinrt werden.
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Auch die Patientenproben, also de Seren der Patienten, missen vor
Durchfihrungdes Tests vorbereitet werden.

Um falsch positive Ergebnisse durch Kreuzregtionen mit Treponemen zu
vermeiden, missen die Patientenproben sowohl fir 1gG als auch fir IgM mit
FTA- ABS Sorbens zur Entfernung on Reitertreponemen vorbehandelt
werden. Fir die IgM- Bestimmung ist es notwendig, die Patientenproben mit
Anti- 1gG- Absorbens (Marsorb G) vorzubehandeln, um falsch negative
Ergebnise durch hohe Borrelien 1gG- Antikorper sowie falsch paositive
Ergebnisse durch Rheumafaktor (IgM) zu vermeiden. Die Kontrollen werden
nicht vorbehandelt.

Die Arbeitschritte aur Durchfiihrungdes IFT- Tests snd folgende:

— Die Objekttrager missen ausgepadkt werden urd es ist zu beaditen, dal3
bei jedem Ansatz ene positive, eine negative und eine Puffer- und
Konjugat- Kontrolle mitlaufen muf3.

— Von den mit FTA- ABS- Sorbens (zur Entfernung \on Reitertreponemen)
vorbehandelten Patientenproben urd von den verdiinrien Kontrollen
werden ca 15ul auf die entsprechenden Reaktionsfelder getropft.

— Die Objekttrager werden fir ca 30 Minuten in einer Feuchtkammer bel
37°C inkubiert.

— Danach wird der Objekttréger mit PBS- Puffer abgespiit, danacd
zweimal fur jeweils funf Minuten in PBS- Puffer gewaschen urd
anschli ef3end getrocknet.

— Auf jedes Redaktionsfeld wird ein Tropfen Konjugat aufgetragen.

— Der Objekttréger wird ca 30 Minuten in einer Feuchtkammer bei 37°C
im Dunkeln inkubiert.

— Der Objekttréger wird erneut gespult, gewaschen urd getrocknet.
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— Nun wird der Objekttréger mit Glycerol und einem Dedkglas abgededkt
und kann urier dem Mikroskop lei 400 fader Vergrof3erung

ausgewertet werden.

Zur Durchfihrung des Westernblots missen die Reagenzien vorbereitet
werden:

Zuerst misen die Reggenzien auf Raumtemperatur (20- 25°C) erwéarmt
werden.

Das Proben-/ Waschpuffer- Konzentrat mufd 1:10 in Aqua dest. verdinnt
werden.

Danach wird das Proben-/ Waschpuffersalz komplett zugegeben urd gut
gemischt. Das Konjugat wird 1:10 mit der Proben-/ Waschpuffer- Verdiinnung
verdinrt. Die Kontrollen werden unwerdinmnt eingesetzt. Dabei wird pro
Ansatz 80ul Kontroll serum verwendet.

Pro Ansatz werden jeweil s 20 pl Patientenserum unverdinrt eingesetzt.

Wenn die benétigten Reagenzien entsprechend den Vorschriften vorbereitet
wurden, kann der Westernblot durchgefiihrt werden. Dabei sind de folgenden
Arbeitsschritte notwendig:

— Die Inkubationswannen werden mit Proben-/ Waschpuffer gesplilt,
der Puffer wird danacdh abgegossen.

— Je an Antigenstreifen wird in jede Rinne gegeben.

— Die Streifen werden mit je 2 ml Proben- / Waschpuffer benetzt und

funf Minuten bel Raumtemperatur vorinkubiert.

Das Patientenserum wird drekt auf die Antigenstreifen pipettiert.

Die Antigenstreifen werden 30 Minuten auf dem Schiittler inkubiert.

Die Flisdgkeit wird abgegossen.

Nun werden die Antigenstreifen drei mal je funf Minuten

gewaschen, wobei jeweils zwei ml Waschpuffer hinzugegeben
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werden, der dann madh einer Inkubationszeit von funf Minuten
wieder abgegossen wird.

— Die Antigenstreifen werden vollstandig mit Konjugat- Verdinnung
bededt.

— Esfolgt eine Inkubationszet von 15 Minuten bei Raumtemperatur.

— Das Konjugat wird wieder abgegossen.

— Das Konjugat wird genauso wie oben beschrieben drei mal finf
Minuten abgewaschen.

— Eswerden je avei ml Aqua dest. zugegeben.

— Die Antigenstreifen werden eine Minute bei Raumtemperatur
inkubiert.

— Die Hussgkeit wird wieder abgegossen.

— Eswerden je avei ml Chromogen-/ Substratlésung hinzupipettiert.

— Nun wird solange inkubiert, bis die Cut- off- Bande auf dem Cuit-
off- Kontroll streifen zu sehen ist. Die Cut- off- Bande fur 1gG ist die
41 KD- Bande, fur IgM die 25 kD- Bande. Die Entwicklung dauert
fur 1gG ca adt bis zwdlf Minuen urd fur IgM ca zehn bis
funfzehn Minuten.

— Nad dem Erscheinen der Cut- off- Bande wird de Entwicklung
gestoppt, indem die FHssgkeit abgegossen wird.

— Ohnre Zwischeninkubation wird dann drei mal mit jeweils zwei ml
Aqgua dest. gesptilt.

— Zum Schlufd werden die Streifen getrocknet und ausgewertet.
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[11.3.3. Auswertung der verwendeten Testverfahren IFT und WB

Fur die Auswertung der behandelten Patientenseren im Immunfluoreszentest
gilt:

Das Ergebnis ist positiv, wenn deutlich apfelgriin fluoreszierende Borrelien
erkennbar sind.
Das Ergebnis ist negativ, wenn nu ein durkler, schwarz- griner Untergrund zu
sehen ist.

1gG- Titer Bedeutung
< 1:160 negativ Keine Antikorper gegen
B. burgdorferi
nadhwel sbar
> 1: 160 positiv Antikbrper gegen B.
burgdorferi  nachweisbar,
Hinweis auf Borreliose
IgM- Titer Bedeutung
<1:80 negativ Keine Antikorper gegen
B. burgdorferi
nadhwel sbar
> 1:80 positiv Antikbrper gegen B.
burgdorferi  vorhanden,
Hinweis auf eine frische
Borreliose.

Tabelle 5: Beurteilung von 1gG- und IgM- Titer
Fur die Titerbeurteilungmit FTA- ABS Sorbens behandelter Seren ergibt sich:
Bel der Auswertungsind folgende Hinweise a1 beadten:

Da 1gG- Antikorper normalerweise ast vier bis acdit Wochen nach einer
Borrelieninfektion gebildet werden, sollte bei Verdadt auf eine frische
Infektion eine IgM- Bestimmung durchgefiihrt werden (IgM- Antikorper treten
normalerweise ca 1-8 Wochen madh Infektion erstmals auf und sinken dann
innerhalb mehrerer Wochen bis Monate wieder unter die Nachweisgrenze a,

konnen in Ausnahmefallen aber auch bis zu einigen Jahren persistieren) und zu
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einem spéateren Zeitpurkt der 1gG- Nadweis wiederholt werden. Wenn sich
die Patienten im Krankheitsgadium 1 oder 2 befinden, sind sie meistens positiv
fur 1gG- Antikorper; bei erfolgreicher Therapie sinken die Antikorpertiter fir
gewohnlich.

Da mit der Immunfluoreszenz d@ne Infektion mit Borrelia burgdorferi nicht
von einer Infektion mit Treponema pallidum zu urterscheiden ist, missen
paositive Ergebnisse @nem TPHA- Test urnterzogen werden; d.h., wennder IFT
positiv ist und der TPHA negativ ist, liegt eine Borrelieninfektion vor. Bel
positivem TPHA sollte a@ne weitergehende Diagnostik mit Treponema
pallidum IgM- und 1gG- Marblot durchgefuhrt werden.

Des Weiteren muf3 beaditet werden, dal3 Kreuzreaktionen mit dem Epstein-
Barr- Virus und dem Influenza Virus zu falsch positiven Ergebnissen fihren
konnen, ebenso wie Autoimmunerkrankungen, MS und ALS.

Falsch negative Ergebnisse kénnen durch frihzetige Antibiotika- Behandlung
hervorgerufen werden, da durch Antibiotikagabe @ne Antikorperbildung
unterdriickt werden kann.

Bel Einhaltung der Arbeitsvorschriften ergibt sich fir die Auswertung url
damit fir den Nadhweis von 1gG- bzw. IgM- spezfischen Antikérpern gegen
Borrelia burgdorferi in Humanserum folgendes Beurteil ungsschema:

Eine Patientenbande gilt als positiv, wenn sie starker oder gleichstark der cut
off- Bandenintensitét ist. Die aut off- Bande fur 1gG ist 41 kD und fUr IgM 25
kD. Im Verlauf einer Borrelieninfektion koénnen sich Antikorper gegen
verschiedene Antigene ausbilden, die z T. typisch fir ein bestimmtes
Erkrankungsgadium sind.

Hochspezfisch fir eine Borreli eninfektion:

Bande 21, 25, 28, 29, 30, 31, 34, 35, 37, 39und 83 ID.

Wenig spezfisch fir eine Borreli eninfektion:

Bande 18, 41, 45, 47, 55, 58, 60, 66, 75 kD.
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In der folgenden Tabelle wird de Bedeutungder im Westernblot auftretenden

Banden zusammengefal3t:
Auftretende Banden/ kD Bedeutung | Beurtellung/ Spezifitat
der Antikorper

keine Bande negativ keine  AK gegen
B.burgdorferi
nacdhweisbar

Bande 45, 47, 55, 58, 60, 66, 75 | negativ keine spezfischen AK
gegen B. burgdorferi
nachwei sbar

nur Bande 41 oder Bande 41 und|aufféllig Borrelieninfektion  ist

eine oder mehrere Banden 45, 47, maoglich, es kann sich

55, 58, 60, 66, 75 auch um Infektion mit
Treponema  pallidum
oder anderen
begeiRelten Bakterien
handeln. TPHA- Test
empfohlen urd
Verlaufskontrolle in 2-
3 Wochen

nur Bande 25 oder Bande 25 und | aufféllig spezfische AK gegen

eine oder mehrere der Banden 45, B. burgdorferi

47, 55, 58, 60, 66, 75 nachweisbar; Infektion
im Frihstadium sehr
wahrscheinlich;
Verlaufskontrolle in 2-
3 Wochen

nur eine der hochspezfischen|aufféallig Verdadt auf

Banden 21, 28, 29, 30, 31, 34, 35, Borrelieninfektion; bei

37, 39, 83 ockr eine dieser Banden Klinischem  Verdadt

und eine oder mehrere der Banden auf Borreliose

45, 47, 55, 58, 60, 66, 75 Verlaufskontrolle in 2-
3 Wochen

Mindestens zwei hochspezfische| positiv AK gegen B.

Banden 21, 25, 28, 29, 30, 31, 34, burgdorferi

35, 37, 39, 83 nadhweisbar. Eine
Infektion mit B.
burgdorferi  ist  sehr

wahrscheinlich.

Tabelle 6: Bedeutungder auftretenden Banden im Westernblot
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Zu den auftretenden Banden wurden im einzenen folgende Charakteristika
festgestellt:

Die 83 kD- Bande, deren Antigen ein Protein der Membran- Vesikel auf der
Oberflache von Borrelia burgdorferi bildet, ist hochspezfisch fir B.
burgdorferi.

Im allgemeinen treten diese Antikorper 6-12 Wochen nach Infektion auf. Sie
sind typisch fur das klinische Stadium 3, kénnen aber auch in den Stadien 1
und 2 auftreten. Die 41 kD- Bande, deren Antigen das Flagellin- Protein ist, ist
bedingt speafisch fur eine Borrelieninfektion. Es snd Kreuzreaktionen mit
anderen Spirochéten urd anderen begeil3elten Bakterien moglich. Gewohnlich
tritt diese Bande sehr frih rach einer Infektion auf, verliert dannim Laufe der
Infektion an Intensitét und verschwindet bel dlteren Borrelienerkrankungen
vollstandig.

Die 39 kD- Bande ist hochspezfisch fur Borrelia burgdorferi. Die Antikérper
lassen sich haufig schon sehr friih rach stattgefundener Infektion nachwelsen.

Die 35 kD- Bande wird derzet als geafische Frihmarkerbande bewertet.
Sieist jedoch noch nicht ausreichend untersucht.

Die 34 kD- Bande, deren Antigen das Outer surfaceprotein B (OspB) bil det,
ist auch sehr speafisch fur Borrelia burgdorferi. Es entwickelt jedoch nu ein
Teil der Patienten diese Antikorper. Allgemein sind sie st in spéteren
Entwicklungsgadien nachweisbar.

Ebenfalls shr spezfisch ist die 31 kD- Bande, deren Antigen das Outer
surfaceprotein A (OspA) bil det.

Das Outer surface protein C (OspC) ist ein hochspezfisches Protein fir
Borrelia burgdorferi, das durch die 25 kD- Bande nadchgewiesen wird. Es
erscheint sehr fruh.

Die 28 und 29 KD- Bande, deren Antigen das OspD 29 28 darstellt,
erscheinen haufig als Doppelbande, sie treten jedoch auch as Einzelbanden
auf.
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Die 21 kD- Bande wird ebenfalls als shr spezfische Bande fir Borrelia
burgdorferi beschrieben; das Antigen weist Homologien mit OspC auf. Es ist
ebenfall s haufig sehr friih rach einer Infektion nachweisbar.

Allgemein bzw. zusammenfassend ist zur Beurteilung der Patientenproben
folgendes zu sagen:

1.) Banden, die stérker oder gleich der Cut- off Bandenintensitdt reagieren,
werden als pasitiv bewertet.

2.) 1gG- AK werden einige Wochen bis Monate nadh Infektion erstmals
gebildet und sind im Fruhstadium einer Infektion oft noch nicht nachweisbar.

Deshalb sollte im Frihstadium einer Infektion eine IgM- oder IgA-
Bestimmung durchgefiihrt werden urd zu einem spéteren Zeitpurkt eine
Wiederholung der 1gG- Bestimmung Gewohnlich sind Patienten im Klinischen
Stadium 2 oder 3 pasitiv fur 1gG- Antikorper. Bel Rekonvaleszenz sinken die
Antikdrper normalerweise a.

3.) IgM- Antikorper treten gewohnlich 1-8 Wochen nadh Infektion auf; im
Verlauf der Erkrankung sinken sie dann ab, kdnnen jedoch auch tber Jahre
persistieren.

4.) 1gA- Antikérper sind Friihmarker einer Borrelieninfektion. Sie treten, sofern
sie nachgewiesen werden, haufig noch vor den IgM- Antikérpern auf.

5.) Untersuchungen haben gezegt, dald sich die Antikorperantwort und damit
das Bandenmuster von Patient zu Patient unterscheidet. Es gilt allgemein, dal3
die Bandenanzahl mit der Dauer der Erkrankungzunimnt.

6.) Werden bel begriindetem Verdadit auf Borrelieninfektion frihzetig
Antibiotika engesetzt, so kann die Bildung von Antikérpern urterdriickt
werden.

7.) Wie auch bel der Immunfluoreszenz mul’ berticksichtigt werden, dal3 es zu
Kreuzreaktionen mit Treponemen, Leptospiren urd anderen begeil3elten

Bakterien kommen kann. Ebenso ist das Auftreten von Borrelien- Antikdrpern
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bei EBV- Infektion, Autoimmunrerkrankungen, MS, ALS, Influenza und
Syphili s beobadtet worden.

8.) Aus den Beurtellungshinweisen ergibt sich, dal3 eine Diagnosestellung
immer unter Berticksichtigungaller serologischer und Klinischer Daten erfolgen
sollte und nicht nur aufgrund einzener Laborparameter.

Des Welteren werden die Patientenseren nach der Bandenbeurteilungin ihrer
Ergebniskonstellation aus 1gG, IgM und IgA interpretiert (IgA wird bei dem
untersuchten Patientenkollektiv nicht nadhgewiesen; es ist aber prinzipiell
madglich, 1gA in die Befundung miteinzubezehen. Es gibt einzene Berichte,
dal3 IgA eine hthere Sensitivitét in der Diagnostik der Neurobareliose hat,
sowie besser zur Detektion von Antikorpern in der Friihphase geagnet ist. Fir

den routineméaidigen Einsatz von IgA besteht zur Zeit aber keine Indikation).

Folgende Tabelle stellt die Zusammenhénge bei der Beurteilung \on
Patientenseren bel der Kombination von 1gG, IgM und IgA dar:

I nter pretation der
Ergebniskonstellation aus 1 gG,
IgM und IgA Marblot

Ergebnis der Marblot Bandenbeurteilung

1gG IgM IgA Gesamtbeur-
teilung

negativ | negativ |negativ | negativ Keine AK gegen B. burgdorferi
nachweisbar; bel  weiterem
klinischen Verdadt
Kontrolluntersuchung in 10- 14
Tagen

Negativ | Negativ | Positiv | Positiv I[gA bzw. IgM- AK gegen B.

Negativ | Positiv | Negativ | Positiv burgdorferi nadhweisbar. Eine

Negativ | Positiv | Positiv | Positiv Borrelien- Infektion im
Fribhstadium ist wahrscheinlich.
Verlaufskontrolle nach  2-3
Wochen
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Ergebnis der Marblot Bandenbeurteilung

I nter pretation der
Ergebniskonstellation aus 1 gG,
IgM und IgA Marblot

Positiv | Negativ | Positiv | Positiv AK gegen B. burgdorferi
Positiv | Positiv | Negativ | Positiv nachweisbar. Akute
Positiv | Positiv | Positiv | Positiv Borrelieninfektion sehr
wahrscheinlich.
Verlaufskontrolle nach zwei bis
drei Wochen urd auf 1gG-, IgM-
und IgA- AK untersuchen.
Positiv | Negativ | Negativ | Positiv lgG- AK gegen B. burgdorferi

nachweisbar; deshalb Verdadt
auf Borrelieninfektion. Es kann
sich auch um das Spétstadium
einer Erstinfektion oder um den
Resttiter einer friheren (auch
asymptomatischen) Infektion
handeln.

Tabelle 7: Interpretation von Bandenkonstell ationen aus IgG, IgM und IgA

Aufféllige Ergebniss:

Wenn mindestens ein Ergebnis positiv ist und ein oder mehrere Ergebnisse

auffdllig sind, wird nur das positive Ergebnis gewertet und nach oben

angegebener Tabelle interpretiert.

Wenn kein Ergebnis positiv ist, aber ein oder mehrere Ergebnisse aufféllig
sind, besteht der Verdacht auf eine Borrelieninfektion in der Frihphase. Es

sollte daher 2- 3 Wochen nach der 1. Untersuchung eine Verlaufskontrolle

durchgefuhrt werden urd auf 1gG, 1gM und IgA untersucht werden.
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[11.4. Statistische Analyse der Daten

Um eine Aussage Uber die statistischen Zusammenhénge zwischen dem
jewelligen Erkrankungsdadium der Borreliose und den festgestellten
Testergebnisen zu maden, werden die Daten mit Hilfe der binér logistischen
Regresson analysiert.

Allgemein dient die Regressonsanalyse daai, die Art des Zusammenhangs
zwischen abhangiger und unabhéngiger Variable au ermitteln, d.h. man kann
den Wert einer abhédnggen Variablen aus den Werten urebhéngiger Variablen
vorhersagen.

Die binér logistische Regresson prift die Abhanggkeit einer dichotomen
Variablen von anderen Variablen beliebiger Skalierung Dabel handelt es sch
bei der dichotomen Variablen normalerweise um ein Ereignis, das eintreten
kann oder nicht. Mit Hilfe der bindr logistischen Regresson wird de
Wahrscheinlichkeit des Eintretens eines Ereignisses in Abhanggkeit von den
Werten der unabhangigen Variablen beredhnet.

Die Warscheinlichkeit des Eintretens eines bestimmten Ereignisses wird

nach folgender Formel beredhnet:

1
1+e™

P

Dabel steht z flr: z=b, xx, +b, xx, +....+b, xx, +a

b sind de Regressonskoeffizienten, die mit Hilfe der bindr logistischen
Regresson beredinet werden. x; sind de jeweiligen Werte der unabhénggen
Variablen urd a ist eine Konstante.

Ergibt sich fir das 9 berechnete p ein Wert, der kleiner als 0,5 ist, so geht
man davon aus, dal3 das Ereignis nicht eintritt. Im anderen Fall nimmt man das

Eintreffen des Ereignisses an.
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Ubertragt man diese dligemeine Beschreibung auf die Daten aus den
Patientenakten, so ergibt sich:

Abhangige, dichotome Variable ist der Westernblot, der als mdgliches
Ergebnis entweder positiv oder negativ ist.

Unabhangige Variablen sind in diesem Fall die Krankheitsdadien 1- 3 der
Borreliose.

Mit Hilfe der binér logistischen Regresson kann run eine Aussage Uber die
Wahrscheinlichkeit des Aduftretens eines positiven Testergebnises im
Westernblot in Abhangigkeit vom jeweiligen Krankheitsdadium gemadit
werden.

Nicht eingeschlossen wurde in das Analyseverfahren das Krankheitsgadium
0, da es sich bei diesem um Patienten ohne klinische Diagnose e@ner Borreliose
handelt; um wirklich sicher zu gehen, dal3 keine Borrelieninfektion vorliegt,
wird als Ausschlul3verfahren ein Westernblot durchgefiihrt.

Zusétzlich wurden Patienten aus der bindr logistischen Regresson
ausgeschloseen, die durch einen paositiven TPHA- Test (Luesserologie) oder
einen positiven RF-Test (Rheumafaktornadhweis) ein falsch positives

Testergebnis hatten (Variable ,Filter” in der binér logistischen Regresson).
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V. Ergebnisse

IV.1. Zusammengefaldte Dar stellung der erhobenen Daten

In der nadchfolgenden Tabelle findet sich die Aufstellung der verschiedenen
Klinischen Diagnosen, die nach Haufigkeiten, d.h. nach Anzahl der Patienten

geordnet, zur Durchfiihrungder Borrelienserologie flhrten:

Stadium Manifestation Anzahl der | Anzahl der
Patienten positiven
serologischen
Befunde
1 a) Erythema dhronicum a) 49 a) 42= 85,7%
migrans
2 a) Lymphadenosis cutis all a) 7= 63,6%
benigna
b) Gelenkschwellung rach b) 5 b) 5= 100%
Zedkenbil3
3 a) Acrodermatitis chronica a) 25 a) 18=72%
atrophicans Herxheimer
b) Lichen sclerosus et b) 10 b) 5= 50%
atrophicus
c) Morphea(circumscripte c) 25 C) 16= 64%
Sklerodermie)
sonstige a) Zedkenbil3 ohne a) 27 a) 9= 33,3%
Klinische Erythema dronicum
Diagnosen, migrans
die ar b) Erytheme b) 12
Durchfih- c) Erysipe c) 9
rungder d) sonstige Diagnosen (s. d) 27
Borrelien- Text)
serologie
fuhrten

Tabelle 8: Einteilungder verschiedenen klinischen Diagnosen
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Erlauterung zu sonstigen Klinischen Diagnosen:

Unter den insgesamt neun Patienten mit der klinischen Diagnose Erythem
befanden sich zwei Patienten mit noddsen Eythemen an Unterschenkeln urd
Ful3en; zwei Patienten hatten Teleangektasien im Bereich der Wangen; drel
Patienten hatten ein urklares Erythem im Bereich der Wangen urd jewells ein
Patient hatte a@n urklares Erythem im Bereich von Unterschenkel, Oberarm,
Ferse und Ful3; desweiteren wurde @n Patient mit Pannikulitis diagnostiziert.

Bel neun Patienten flihrte die klinische Diagnose Erysipel zur Durchfiihrung
der Borrelienserologie.

Unter den insgesamt 27 Patienten, die unter sonstigen Diagnosen subsumiert
wurden, befanden sich:

— vier Patienten mit Urtikaria

— drei P. mit Neaobiosis lipoidica

drel P. mit Granuoma aauare

— zwei P. mit Raynaud- Syndrom

— zwei P. mit somatoformen Stérungen

— zwei P. mit Dermatomyositis

— zwei P. mit Lymphoplasie

— zwei P. mit Lichen planus exanthematicus
— zwel P. mit Dermatitis

— ein P. mit Myogelosen

— ein P. mit Kollagenose

— ein P. mit allergisch bedingter Pharyngtis
— ein P. mit M. Reiter

— ein P. mit Psoriasis arthropathica
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Von den insgesamt 201 untersuchten Patienten befanden sich 124 in den
Stadien 1-3 der Borreliose; 94 deser 124 Patienten hetten eine positive
Borrelienserologie, d.h. 75,8% der untersuchten Patienten.

Bel der hier vorliegenden Studie wurde bel 25 der untersuchten 201 Patienten
die klinische Diagnose Morphea gestellt. Zusdtzlich wurde en histologische
Untersuchung der betroffenen Hautarede durchgefiihrt. Die Ergebnisse dieser
Untersuchungen waren durchgdngg mit der klinischen Diagnose Morphea
vereinbar.

Die serologischen Untersuchungen zeigten, dal3 bei 16 der insgesamt 25
Patienten (64%) mit der Diagnose Morphea die Borrelienserologie pasitiv
war.

Bel sieben (43,75%) der 16 paitiven Patienten mit Morphea war im
Western- Blot fir IgM die hochspezfische Bande 25 pasitiv, so dal3 bei diesen
Patienten sicher eine Borrelieninfektion vorhanden war.

Dieses Ergebnis 183t eine Korrelation zwischen einer Infektion mit Borrelien

und einer Erkrankungan Morpheavermuten.

IV.2. Ergebnisse im Einzelnen

Die nadhfolgenden Kreuztabellen zeigen die serologischen Ergebnisse der
Immunfluoreszenztests fur IgM und 119G, sowie die Ergebnise des
Westernblots fur IgM und 1gG in Abhangigkeit von der klinischen Diagnose.

Aus den erstellten Tabellen kannjewell s die Sensitivitét und die Spezfitét der
einzenen Testverfahren abgelesen werden.

Durch Anwendung der bindr logistischen Regresson (s. Abschnitt 111.4.)
werden fir den Westernblot die statistischen Zusammenhénge avischen dem
jeweligen Stadium der Borrelienerkrankung urmd den  ermittelten

Testergebnissen analysiert.
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I mmunfluoreszenztest fir 1gM

Es wurde bei 190 c&r insgesamt 201 Patienten ein Immunfluoreszenztest fur
IgM durchgefiihrt:

I mmunfluoresznztest | gM Klinische Diagnose
negativ pasitiv
negativ - Anzahl 45 115
- % der klinischen 86,5% 83,3%
Diagnose
pasitiv - Anzahl 7 23
- % der klinischen 13,5% 16,7%
Diagnose
gesamt - Anzahl 52 138
-% der | mmun- 27,4% 72,6%
fluoresznztest-
Positiven fur IgM

Tabelle 9: Kreuztabelle Immunfluoreszenztest IgM und Klinische Diagnose

Bel IgM handelt es sch um einen Antikorper, der as frihe Antwort des
Immunsystems auf eine Borrelieninfektion gewertet werden kann. IgM ist ca
zwei bis vier Wochen nadh Infektion nachweisbar.

Immungobuline der Gruppe M haben die Aufgabe, Fremdkorper zu
neutralisieren urd konnen aufgrund ihrer Konfiguration Zellen agdutinieren.

Von den insgesamt 190 Patienten (bel 11 Patienten wurde kein IFT fir IgM
durchgefuhrt) hatten 138 (72,6%) eine positive klinische Diagnose und 52
(27,4%) eine negative klinische Diagnose. Einen negativen IFT hatten 160
(84,2%) der 190 untersuchten Patienten urd einen paositiven IFT 30 (15,8%)

der Untersuchten.
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115 Patienten (83,3%) hatten trotz positiver klinischer Diagnose énen
negativen Immunfluoreszenztest. Wie as der oben angefihrten Tabelle
ersichtlich wird, ergab de Berechnungder Sensitivitét (relativer Anteil richtig
paositiver Befunde bei den Kranken, d.h. 23 von 138 Patienten) fir den IFT fur
IgM einen Wert von 16,7%.

45 (86,5%) der insgesamt 52 Patienten mit negativer klinischer Diagnose
hatten auch eine negative Immunfluoreszenz. Wie in der Tabelle dargestellt,
betrug die Speazfitét, die den relativen Anteil richtig negativer Befunde bei den
Gesunden darstellt, somit 86,5%.

I mmunfluoreszenztest fir 1gG

Wie in der Kreuztabelle dargestellt, wurde bei 190 (94,5%) der insgesamt
201 erfaldten Patienten ein Immunfluoreszenztest fur 1gG durchgeftihrt:

Immunfluoresznztest 1 gG Klinische Diagnose
negativ pasitiv
negativ -Anzahl 39 74
- % der klinischen 75,0% 53,6%
Diagnose
pasitiv - Anzahl 13 64
- % der klinischen 25,0% 46,4%
Diagnose
gesamt - Anzahl 52 138
- % der | mmun- 27,4% 72,6%
fluoresznztest-
Positiven fur 1 gG

Tabelle 10: Kreuztabell e Immunfluoreszenz 1gG und Klinische Diagnose
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IgG wird als Spatantwort des Immunsystems auf eine Borrelieninfektion
gewertet. Die Antikorperbildung erfolgt ca vier bis acht Wochen nadc
stattgefundener Infektion.

IgG ist mit 80% der haufigste Antikorper im Plasma. Aufgabe von 1gG ist die
Aktivierung des Komplementsystems und die Opsonierung d.h. 1gG bindet an
zdlulére Oberflachenantigene. Die betroffenen Zellen kdnnen dadurch leichter
phagozytiert werden.

Die Tabelle zegt, dal3 von den 190 Untersuchten 138 Patienten (72,6%) eine
pasitive und 52(27,4%) eine negative klinische Diagnose hatten.

113 Patienten (59,5%) hatten einen negativen IFT fur 1gG und 77 Patienten
(40,5%) einen positiven I FT.

Wie aus der Tabelle asichtlich wird, ergab sich bei 64 der 138 Patienten mit
pasitiver Klinischer Diagnose und pasitives Testergebnis. Das entspricht einer
Sensitivitdt von 46,6%. Der Antell der Patienten mit negativem IFT und
negativer klinischer Diagnose betrug 39 von 52 und es errechnete sich damit
eine Spezfitét von 75%.

Westernblot fir IgM

Wie bereits beschrieben, wird im Anschlufd an einen Immunfluoreszenztest
ein Westernblot durchgefiibrt, um die klinische Diagnose Borreli eninfektion zu
bestétigen.

Der Westernblot fur IgM wurde bei 198 (98,5%) der 201 untersuchten
Patienten durchgeftihrt:
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Westernblot IgM Klinische Diagnose
negativ pasitiv
negativ - Anzahl 40 71
- % der klinischen 80,0% 48,0%
Diagnose
pasitiv - Anzahl 10 77
- % der klinischen 20,0% 52,0%
Diagnose
gesamt - Anzahl 50 148
- % von Western- 25,3% 74,7%
blot- Positiven fur
|gM

Tabelle 11: Kreuztabelle Westernblot IgM und Klinische Diagnose

Wie aus der Tabelle esichtlich wird, hatten 148 (74,7%) Patienten eine
pasitive und 50(25,3%) eine negative klinische Diagnose.

Von den 198 Untersuchten hatten 111 (56,1%) einen negativen urd 87
(43,9%) einen pasitiven Westernbl ot.

77 der untersuchten Patienten mit pasitiver klinischer Diagnose hatten einen
positiven Westernblot und somit errechnete sich eine Sensitivitét von 52%.
40 der insgesamt 50 Patienten mit negativer klinischer Diagnose hatten einen
negativen Westernblot, so dal3 sich eine Speafitat von 80% ergab.

Durchfihrung der binar logistischen Regresson

Zur statistischen Analyse wurde fir den Westernblot fur IgM und 1gG, sowie
fur die Kombination beider Testverfahren die bindr logistische Regresson
durchgefuhrt. Wie im Abschnitt 1Il.4 beschrieben, kann mit Hilfe dieses
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Analyseverfahrens die Wahrscheinlichkeit des Eintreffens eines Ereignises
einer dichotomen Variablen in Abhanggkeit von den Werten einer

unabhanggen Variablen erfaldt werden.

In die Auswertungder binér logistischen Regresson fur den Westernblot IgM
wurden 141 cer insgesamt 201 untersuchten Patienten einbezogen. Die anderen
Patienten befanden sich im Stadium O (sonstige klinische Diagnosen/ Filter)
oder fielen aufgrund von fehlender Durchfiihrung des Westernblots heraus.

L ogistische Regresgon fur Westernblot IgM:

Total number of cases: 142 (Unweighted)

Number of seleded cases. 142

Number of unseleded cases: O

Number of seleded cases: 142

Number rgjeded because of missngdata: 1

Number of casesincluded in the analysis: 141
Dependent Variable.. WB_IGM  Westernblot, IgM
Beginning Block Number 0. Initial Log Likelihood Function
-2 Log Likelihood 19246041
* Constant is included in the model.

Beginning Block Number 1. Method: Enter

Variable(s) Entered on Step Number
1.. STADIUM Art des Stadium

Estimation terminated at iteration nunber 2 because
Log Likelihood ceaeased by lessthan ,01 percent.

-2 Log Likelihood 188110
Chi-Square df Significance
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Model D51 1 0079
Block D51 1 0079
Step D51 1 0079

Clasdficaion Table for WB_IGM
The Cut Valueis,50

observed predicted (vorhergesagte Ergebniss)
(tatsachlich negativ positiv percent correct
beobachtete
Ergebniss)
negativ 44 27 61,97%
positiv 28 42 60,0000
overall 60,99%

Variable B SE. Wad d Sig R Exp(B)

STADIUM -4895 ,1872 68360 1 ,0089 -,1573 ,6129
Constant 9103 ,3922 1353889 1 ,0203

Die vorliegende statistische Analyse fir den Westernblot IgM wurde mit
Hilfe der Software ,SPSSur Windows® erstellt.

Die wesentlichen Ergebnisse werden im Folgenden erklért:
Ziel des ersten Abschnitts des Testverfahrens ist die moglichst exakte
Schétzung des Regressionskoeffizienten ,b* (Erlauterung s. Abschnitt 111.4)
mittels der Likelihood Methode. Damit kann die Warscheinlichkeit ,p“ des
Eintreffens eines Ereignises (abhdngge Variable ist Westernblot paositiv/
negativ; unabhéngge Variable ist die Erkrankung an einer Borrelieninfektion
bzw. die Nichterkrankung) errechnet werden.

Der geschétzte Ausgangswert betrug bei der vorliegenden Analyse 19546
und wird durch zwei Iterationen (schrittweises Redenverfahren zur

Anndherungan die exakte Losung auf den Wert 18841 ogimiert. Hierzu wird

62



der negative doppelte Wat des Logarithmus eingesetzt. Damit ist der neue
negative doppelte Logarithmus um 7,05 Keiner als der Ausgangswert. Eine
Abnahme des Wertes bedeutet eine Verbesserungder Anpasaung

Der Wert ist als sogenannter Chi- Quadrat- Wert in der Analyse aufgeftihrt.
Welter folgt eine Klasgfikationstabelle, die die beobadteten Ergebnisse des
Westernblots fur IgM den vorhergesagten Ergebnissen gegentberstellt.

Der Tabelle kann enthommen werden, dal3 44 Testergebnisse richtig negativ
sind und 27 falsch pasitiv. 42 Testergebnis<e sind richtig positiv und 28falsch
negativ. Damit ergibt sich, dal3 von 141 dirchgefiihrten Tests 86 karekt
beurteilt wurden (percent corred: 60,99%).

Am Schlul3 des Testverfahrens (variables in the Equation) werden die
berechneten Koeffizienten urd ihre Signifikanziberprifung ausgegeben; damit
wird Oberprift, ob zwischen dem Westernblot IgM  und dem
Krankheitsdadium der Borrelieninfektion ein signifikanter Zusammenhang
besteht.

Es wird mit der Wald- Statistik Uberprift, ob sich die eredneten
Koeffizienten B (-0,4895und 0,9103 signifikant von ndl unterscheiden. Die
Wald- Statistik ist der quadrierte Quotient aus dem jeweiligen Koeffizienten
und seinem Standardfehler (S.E.). Im vorliegenden Fall unterscheiden sie sich
nicht signifikant von ndl. Mit Hilfe der beiden Koeffizientenwerte (Stadium
und Konstante) kann die Wahrscheinlichkeit berechnet werden, mit der das
Ergebnis des Westernblots (positiv/ negativ) in signifikantem Zusammenhang
mit dem jeweili gen Erkrankungsgadium steht.
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Westernblot fir 1gG

Bel 198 dbr insgesamt 201 Patienten wurde an Westernblot fur 1gG
durchgefuhrt. Die Ergebnisee sind in der nadifolgenden Kreuztabelle
aufgefuhrt:

Westernblot 1gG Klinische Diagnose

negativ pasitiv

negativ - Anzahl 40 71
- % der klinischen 80,0% 48,0%

Diagnose

pasitiv - Anzahl 10 77

% der klinischen 20,0% 52,0%
Diagnose
gesamt - Anzahl 50 148
- % von Western- 25,3% 74,7%
blot- Positiven fur
1gG

Tabelle 12 Kreuztabelle Westernblot 1gG und Klinische Diagnose

148 (74,7%) der Patienten hetten eine pasitive klinische Diagnose und 50
(25,3%) eine negative klinische Diagnose.

Die Tabelle zegt, dal’ bel 111 (56,1%) der Untersuchten der Westernblot
negativ war und bei 87 (43,0%) positiv.

77 der 148 Patienten mit positiver klinischer Diagnose wurden auch im
Westernblot als paositiv erkannt und somit errechnete sich eine Sensitivitét von

47,9%.
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Aus der Tabelle wird ersichtlich, dal3 40 der 50 Patienten mit negativer
Klinischer Diagnose auch einen negativen Westernblot hatten. Es errechnete
sich eine Spezfitdt von 80%.

L ogistische Regresson fur Westernblot 1gG

Bel der bindr logistischen Regresson fir den Westernblot 1gG wurden 72

Patienten in das Analyseverfahren eingeschlossen.

Total number of cases: 72 (Unweighted)

Number of seleded cases. 72

Number of unseleded cases: 0

Number of seleded cases: 72

Number rgjeded because of missngdata: O

Number of casesincluded in the analysis. 72
The variable FILTER_$is constant for all seleded cases.
Since a onstant was requested in the model,
it will be removed from the analysis.
Dependent Variable.. WB_1GG  Westernblot, 1gG
Beginning Block Number 0. Initial Log Likelihood Function
-2 Log Likelihood 99312614
* Constant is included in the model.

Beginning Block Number 1. Method: Enter

Estimation terminated at iteration nunber 2 because
parameter estimates changed by lessthan ,001

-2 Log Likelihood 9®B13

Clasdficaion Table for WB_I1GG
The Cut Valueis,50

65



observed (s.0.) predicted (s.0.)
negativ positiv percent correct

negativ 0 33 0,0%
positiv 0 39 100,0%
overall 54,17%

—————————————————————— Variables in the Equation -----------------------

Variable B SE Wad d Sg R Exp(B)

Constant  ,1671 ,2365 ,4988 1 ,4800

Wie bereits bei der binér logistischen Regresson fir IgM beschrieben, wird
zunadhst der Regressonskoeffizient moglichst genau geschétzt (negativer
dopelter Logarithmus der Likelihood Funktion: 99,3126. Es erfolgt eine
verbesserte Anngherung an den Ausgangswert, so dald der neue Wet fir den
Regressonskoeffizienten 99,313 Letragt.

Nadfolgend erstellt das Programm die Klasdgfikationstabelle. Dieser Tabelle
kann entnommen werden, dald 33 Testergebnisse falsch positiv sind und 0
Testergebnis<e richtig negativ. 39 wurden richtig paositiv beurteilt und 0 falsch
negativ. Daraus ergibt sich, dal3 von insgesamt 72 durchgefiihrten
Untersuchungen 39 (54,17%) richtig beurteilt wurden.

Im Anschlul? an die Tabelle werden wieder die berechneten Koeffizienten urd
ihre Signifikanziberprifung ausgegeben. Wie auch bei dem Westernblot fir
IgM ergibt sich, dai’ sich das Ergebnis des Westernblots fiir IgG nicht
signifikant von nul unterscheidet (0,4800.

L ogistische Regresson fur Westernblot Kombination

In der nadfolgenden Analyse wurden die Westernblots fur IgG und IgM
kombiniert und Uberpriift, ob eine Kombination beider Testverfahren zu einer
Erhdhungder Sensitivitét flhrt.

Die statistische Analyse der Kombination der Testverfahren wurde fir 142
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Félle durchgeftihrt.

Total number of cases: 142 (Unweighted)

Number of seleded cases. 142

Number of unseleded cases: 0

Number of seleded cases: 142

Number rgjeded because of missngdata: 1

Number of casesincluded in the analysis: 141
Dependent Variable Encoding:

Dependent Variable.. WB_KOMBI Westernblot Kombination
Beginning Block Number O. Initial Log Likelihood Function

-2 Log Likelihood 17000334

* Constant is included in the model.

Beginning Block Number 1. Method: Enter

Variable(s) Entered on Step Number
1.. STADIUM Art des Stadium

Estimation terminated at iteration nunber 3 because
Log Likelihood ceaeased by lessthan ,01 percent.

-2 Log Likelihood 166510

Chi-Square df Significance
Model 3,493 1 ,0616
Block 93 1 ,0616
Step 3193 1 ,0616

Clasdfication Table for WB_KOMBI
The Cut Valueis,50

observed (s.0.) predicted (s.0.)
negativ positiv percent correct
negativ 0 41 0,0%
positiv 0 100 100%
overall 70,92%
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Variable B SE Wad d Sg R Exp(B)

STADIUM -,3742 ,2016 34448 1 ,0635 -,0922 ,6878
Constant 1,6251 ,4496 130642 1 ,0003

Aus der durchgeflihrten binér logistischen Regresson fir eine Kombination
der Testverfahren 1gG und IgM ergibt sich:

Ausgangswert fur den Regressonskoeffizienten war der geschétzte Wat des
negativen doppelten Logarithmus der Likelihood Funktion von 1700034
Nad drei Iterationen konrnte der Wert um 3,493 (wird as Chi- Quadrat
aufgefuhrt) gesenkt und somit verbessert werden.

Aus der nachfolgenden Klasdgfikationstabelle kann man entnehmen, dal3 von
141 durchgeftihrten Tests 70,92% richtig beurteilt wurden. Null Tests wurden
richtig negativ beurteilt und 41 Tests falsch positiv. 100 Tests wurden richtig
paositiv und null Tests falsch negativ beurteil t.

Fur die berechneten Koeffizienten urd ihre Signifikanziberprifung (Variables
in the Equation) ergibt sich wiederum, daf3 sich die Koeffizienten nicht
signifikant von nul unterscheiden urd somit kein signifikanter Zusammenhang
zwischen dem Testergebnis der Kombination beider Westernblots und dem
Krankheitsgadium besteht.
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Im nadhfolgenden Kapitel werden die ehobenen Daten hinsichtlich ihrer
Verteilung bezigich Geschledht, Alter und Stadium der Borrelienerkrankung

untersucht.

Haufigkeitsvertellungen nach Geschledht

In den nadhfolgenden Tabellen werden die verschiedenen klinischen Stadien
der Borrelieninfektion nach Geschledht und Haufigkeit des Auftretens der

einzenen Stadien eingeteilt.

Einteillung fir Patientinnen:

Art des Stadiums Haufigkeit Prozent der weibl.
Untersuchten
Stadium 1 25 20,0
Stadium 2 9 7,2
Stadium 3 48 384
sonstige Diagnosen 43 34,4
gesamt 125 100

Tabelle 13 Stadieneinteilungbel weiblichen Untersuchten

Wie aus der oben angefiihrten Tabelle esichtlich wird, wurden insgesamt 125
weibliche Personen urtersucht.

82 (65,6%) Patientinnen konnten den klinischen Stadien 1-3 zugeordnet
werden; 43 (34,4%) muf3ten urter sonstigen Diagnosen subsumiert werden.

Mit 38,4% befanden sich die untersuchten Frauen am haufigsten im klinischen
Stadium 3, welches fur die Krankheiten ACAH, LSA und Morphea steht.
20,0% waren im klinischen Stadium 1- steht fir Erythema migrans- und mit
7,2% befanden sich die Frauen am seltensten im Stadium 2; dieses deht fir

Lymphadenosis cutis benigna.
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Einteillung fir Patienten:

Art des Stadiums Haufigkeit Prozent der mannl.
Untersuchten
Stadium 1 24 31,58
Stadium 2 7 9,21
Stadium 3 12 15,79
sonstige Diagnosen 33 4342
gesamt 76 100

Tabelle 14: Stadieneinteillungbel mannlichen Untersuchten

Von den 201 Untersuchten waren 76 (37,81%) Personen manniich.

Davon konnten 43 (56,58%) den Krankheitsdadien 1-3 der Borrelieninfektion
zugeordnet werden; bei 33 Patienten (43,42%) erfolgte die Eintellung zu
sonstigen Diagnosen.

Die méannichen Untersuchten befanden sich mit 31,58% am haufigsten im
klinischen Stadium 1 und mit 9,21% am seltensten im Stadium 2.

Das nadhfolgende Saulendiagramm stellt die a@nzenen klinischen Stadien in

Abhangigkeit vom Geschledht der untersuchten Personen dar:

50

40

30 o

20 +

Geschlecht

Bl vcibiich
- maénnlich

10 =

Absolute Werte

nicht zuzuordnen Stadium 1 Stadium 2 Stadium 3

Art des Stadium
Diagramm 1: Klinisches Stadium in Abhénggkeit vom Geschledt
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Im Stadium 1 befanden sich - bezogen auf das Gesamtkollektiv - annghernd
gleich viele weibliche und méannliche Untersuchte, namlich 12,44% weibliche
und 11,94% manniiche Untersuchte. Im Stadium 2 waren ebenfalls fast gleich
viele weibliche wie méanniche Untersuchte vertreten: 4,48% welbliche
Patienten im Vergleich zu 3,48% mannichen Patienten. Im Stadium 3
Uberwogen mit 2388% gegentber 5,97% deutlich die welblichen
Untersuchten. Im Stadium ,nicht zuzuordnen® waren die Patientinnen mit
21,3% ebenfalls dérker als die mannichen Untersuchten mit 16,41%

vertreten.

Haufigkeitsverteilung in Abhangigkeit vom Alter der Art des Stadiums

In der folgenden Grafik werden die Patienten in Altersgruppen zu je 10
Jahren eingteilt. Zusdatzlich wird das jewellige Krankheitsgadium erfafdt und
dargestellt.

Man sieht, dal3 die Patienten im Alter von 61 s 70 Jahren am stérksten
vertreten waren urd dald sich in der Gesamtheit der Altersgruppen die meisten
Patienten im klinischen Stadium 3 (ACAH, LSA) befanden.
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Art des Stadium

Q - nicht zuzuordnen
£ 10+
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S R % B R e B e % é"@
Altersgruppe

Diagramm 2: Klinische Stadien in Abhangigkeit von der Altersgruppe

Die nadfolgende Tabelle liefert eine zusitzliche Ubersicht Uber die
Haufigkeitsverteilungen in Abhénggkeit vom Durchschnittsalter und den

verschiedenen Krankheitsgadien:

Krankheitsgadien
0 1 2 3

Anzah| n= 76 49 16 60
Durchschnitts- 5343 4847 52,31 55,60
alter gesamt in

Jahren

Durchschnitts- 51,27 45,92 56,14 55,58

alter mannl.
Durchschnitts- 55,09 50,92 49,33 55,60

alter weibl.

Tabelle 15: Krankheitsdadien in Abhangigkeit vom Alter
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Wie as der Tabelle esichtlich wird, gab es bei den weiblichen urd
mannlichen  Untersuchten  keinen  gavierenden  Unterschied im
Durchschnittsalter. Das Durchschnittsalter lag bel den Frauen mit Ausnahme

des Stadiums 3 etwas hoher. Das geringste Gesamtdurchschnittsalter hatten die
Untersuchten im Stadium 1.
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V. Schluf3betrachtung

Das grundlegende Problem der serologischen Diagnostik  von

Borrelieninfektionen in Europa ist das bereits erwédhrte Fehlen einer
Standardisierung der verwendeten Testverfahren. Zusétzliche Probleme
bereitet die Diversitat der Borrelienstdmme, die mit ihren verschiedenen
Antigenstrukturen ein einheitliches Testverfahren nicht zulassen.
Das Ergebnis eines srologischen Tests hat ohne den jewelligen klinischen
Befund und eine genaue Anamnese nur geringe Aussagekraft. Ein positives
Testergebnis mufd immer in der Zusammenschau mit der Klinik des Patienten
interpretiert werden, um zu entscheiden, ob eine dte, ausgeheilte
Borrelieninfektion vorliegt, oder ob es sch um eine &tive Infektion handelt.

Die Diagnose ener Borrelieninfektion sollte dso hauptsddlich aufgrund
Klinischer und anamnestischer Kriterien erfolgen. Die serologischen
Untersuchungen wie Immunfluoreszenztest und Westernblot konrnen die
Diagnose urterstiitzen, sofern sie bei klar definierter klinischer Fragestellung
eingesetzt werden urd das Patientenkollektiv eingeschrankt ist. Werden die
Testverfahren nicht unter diesen V oraussetzungen eingesetzt, dann treten selbst
bei hochspezfischen Testverfahren haufiger falsch positive ds richtig positive
Ergebnisse aif.

Auch fir erfahrene Kliniker ist es schwierig, eine Borrelieninfektion klar als
solche au erkennen urd das jewelli ge Stadium der Infektion festzulegen, da die
Klinischen Verlaufe stark in ihrer Erscheinungsform variieren urd de e@nzdnen
Stadien ineinander Ubergehen kénnen. Die Festlegungdes jewelli gen Stadiums
ist jedoch fir Therapie und Prognose der Erkrankungsehr wichtig.

Die Antibiotika- Therapie ist hinsichtlich Dauer der Behandlung Dosierung
und jeweiligem Wirkstoff (zur jeweiligen Antibiotika- Therapie siehe Tab. 3)
von den einzenen Borreliosestadien abhéngg. Bei Patienten, bei denen eine

Infektion fraglich ist und eine Antibiotikagabe aus prophylaktischen Griinden
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erfolgt, konnte bei zuverlassgen serologischen Testverfahren das Antibiotikum
eventuell eingespart werden.

Aufgrund der beschriebenen Probleme wére an serologisches Testverfahren
als zusdtzliche Entscheidungshilfe fir die Diagnostik der Borrelieninfektionen
sinnvoll.

Bisher liefern urterschiedliche Testverfahren bel gleicher Patientenprobe
verschiedene Ergebnisse, und es wird beobadtet, dal3 bei gleichen
Testverfahren verschiedene Labors unterschiedliche Ergebnisse liefern. Diesist
zum einen auf eine fehlende Festlegung \on Positivitatskriterien der einzelnen
Tests zuriickzufihren urd zum anderen auf eine mangelnde Einschrénkung des
Patientenkoll ektivs.

Auch in der vorliegenden Studie wurden bei 76 (37,81%) der 201
untersuchten Patienten serologische Untersuchungen durchgefiihrt, ohne daf3
ein klinisches Stadium (Stadium 1-3 der Borrelieninfektion) festgelegt werden
konnte. Diese Untersuchungen wurden zum Ausschlul? einer Borrelieninfektion
bei unklarem klinischem Krankheitsbild durchgefihrt bzw. bei Patienten, bel
denen ein Zedkenbil3 mit lokaler Infektion, aber ohne Erythema migrans vorlag.
Bel insgesamt 27 Patienten lag ein Zedkenbil3 ohne Erythema migrans vor und
von diesen hetten 9 Patienten, d.h. 33,3% eine positive Borrelienserologie.
Vergleicht man diese Testergebnisse mit denen der anderen klinischen Stadien,
wie zB mit dem Stadium 1 (Erythema migrans), bei dem die Seropasitivitét
85,7% betrug oder dem Stadium 3 (Acrodermatitis chronica drophicans
Herxheimer) mit einer Seropasitivitdt von 72%, so wird deutlich, daf3 die
Testverfahren in der Frihphase aner Infektion schledt einsetzbar sind. Dies
beruht hauptsadhlich darauf, dal3 im Stadium der lokalen Infektion noch keine
Antikorper gegen Borrelien gebildet wurden. Verschiedene Autoren berichten
Uber positive Testergebnise awischen 10 und 30% im Stadium der
Lokalinfektion. Somit spiegeln die hier gewonnenen Studienergebnisse die
Erfahrungen der anderen Autoren wider. Zusétzlich mufd bertcksichtigt
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werden, dal3 die Durchseuchung der europdischen Bevolkerung mit
Borrelienantikorpern bei 10% liegt und bei besonders exponierten Personen
wie z B. Waldarbeitern bis zu 30% betragen kann.

In der Zusammenschau der Testergebnisse wird deutlich, da3 die
Testverfahren  nu be klar definierter klinischer Fragestellung eingesetzt
werden sollten, um ene Hilfestelung in  der Diagnostik der
Borrelieninfektionen zu bieten.

Wie bereits erwédhnt, wird von der WHO ein Minimum an Spezfitat der

Testverfahren von 98% gefordert. Wenn ein einzenes Testverfahren dies nicht
leisten kann, ist eine Kombination von Tests erforderlich. Bei der vorliegenden
Studie wurde ds Screening- Test ein Immunfluoreszenztest durchgefuhrt, der
bei grenzwertigem oder positivem Testergebnis durch einen Westernblot
erganzt wurde.
Fur den Nachweis von Immundobulin M ergab sich im Immunfluoreszenztest
eine Sensitivitdt von 16,7% und eine Spezfité von 86,5%. Die Ursade fur
den geringen Anteil an richtig pasitiven Ergebnissen bei definitv Erkrankten ist
urklar, da IgM as Fruhantwort des Immunsystems zum Zeitpurkt des
Antikdrpernachweises bereits gebildet worden sein miféte. Dafr spricht auch,
daf3 mit dem Westernblot eine Sensitivitat von 52% erreicht werden konrte.

Der Antikorper Immungobulin G, der vom Koérper ca 4 bis 8 Wochen nach
Infektion gebildet wird, ergab im Immunfluoreszenztest eine Sensitivitét von
46,6% und eine Spezfitét von 75%.

Dennoch stellen diese Ergebnisse den Einsatz des Immunfluoreszenztests als
Screeningtest in Frage. Ein Screeningtest sollte die Bedingungerfillen, sozio-
Okonomisch vertretbar zu sein urd zum anderen eine ausreichende Sensitivitét
und Spezfitét bieten. Er sollte moglichst wenig falsch positive Ergebnisse
liefern, damit gesunde Personen rnicht als krank eingestuft werden. Diese
Vorausstzungen erfllt der Immunfluoreszenztest jedoch nicht. Sicherlich
wirde man eine hohere Sensitivitéat und Spezfitdt erreichen, wenn man den
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Test noch gezelter bzw. wie bereits beschrieben, nur bei Patienten einsetzen
wirde, die sich in einem definierten Krankheitsgadium befinden.

Beim Einsatz des Westernblots fir Immundobulin M ergab sich eine
Sensitivitét von 52% und eine Spezfitdt von 80%. Diese Ergebniss liegen
somit deutlich hther als die des Immunfluoreszenztests, bieten aber insgesamt
immer noch kein befriedigendes Ergebnis. Der Westernblot fir Immungdobulin
G schnitt mit einer Sensitivitdt von 47,9% und einer Spezfitét von 80%
geringfiigg schledhter ab. Auch der Westernblot sollte nur durchgefuhrt
werden, sofern die Patienten einem der Kklinischen Stadien (1-3) der
Borrelieninfektion zugeordnet werden konnen, um falsch positive
Testergebnise a1 vermeiden.

Berechnet man die Gesamtspezfitédt aus Immunfluoreszenztest und
Westernblot fir Immungdobulin M so errechnet sich ein Wert von 83,25% und
eine Sensitivitdt von 34,35%. Fir Immundobulin G ergibt sich eine
Gesamtspezfitét von 77,5% und eine Gesamtsensitivitdt von 47,25%.

Hiermit wird ersichtlich, dal3 auch durch eine Kombination der beiden
angewendeten Testverfahren die von der WHO geforderte Sensitivitét und
Spezfitét in der vorliegenden Studie nicht erreicht werden kann.

Vergleicht man die Ergebnisse der angewendeten Verfahren mit anderen

Studienergebnissen wird deutlich, dal? die Ergebnisse bezidich der Speafitét
von Testverfahren auch dort unzureichend sind. So berichtet Agger (Agger,
1997, S. 510-514), dal’ bei einem Studienkoll ektiv von 307 Patienten mit dem
Immunfluoreszenztest eine Spezfitdt von 67-93% erreicht wurde, und dal3
falsch-pasitive Ergebnisse mit 20-40% haufig auftraten.
Eine andere Studie von Ledue (Ledue, 1996 S. 2343 2350 zeqt, dal3 bel
kombinierter Anwendung on ELISA und Westernblot die Sensitivitét fir IgM
80% und fur 1gG 81,8% betrug urd die Speazfitét fir IgM 96,2% und fir 1gG
95,8%.
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Die Betrachtung dieser Ergebnisse 183t vermuten, dald eine Kombination von
ELISA und Westernblot bessere Ergebnisse liefert. Diese Annahme konnte
man nur dadurch bestdtigen, dal3 ein urd dasslbe Patientenkollektiv direkt
verglichen wird. Uber kurz oder lang wird man urebhéngig von den
verschiedenen Testverfahren nicht umhinkommen, ein fir Europa glitiges
Serumpanel aufzubauen, wie dies in den USA durch das CDC (Center of
Disease Control) bereits geschehen ist. Nur dadurch erreicht man eine
Vergleichbarkeit unterschiedlicher Patientenproben urd kann sichere
Diagnosen stellen.

Die logistische Regresson (stellt Zusammenhang zwischen jewelligem
Stadium der Infektion urd Testergebnis dar) ergibt keinen signifikanten
Zusammenhang fir den Westenblot 1gG und IgM bzw. die Kombination der
beiden Testverfahren. Mit dem Signifikanzniveau wird normalerweise vor
Durchfihrung eines bestimmten Testverfahrens die Irrtumswahrscheinli chkeit
a festgelegt, d.h. mit welcher Wahrscheinlichkeit eines Irrtums dieser Test
durchgefuhrt werden soll. In der Literatur tbliche Irrtumswahrscheinlichkeiten
bzw. Signifikanzniveaus snd a= 0.05 (5%), a= 0,01 (1%), a= 0,001 (1%.)
und bei  kritischen Problemstellungen auch  beliebig  geringere
Signifikanzniveaus.

Diese werden aber bel dem durchgefiihrten Westernblot nicht eingehalten urd
damit kann bei dem vorliegenden Datensatz kein signifikanter Zusammenhang
zwischen dem Ergebnis des Testverfahrens und dem klinischen
Krankheitsgadium festgestellt werden.

Seit langem wird Uber widersprichliche Ergebnisse bezigich der Ursade
einer Erkrankung an Morphea berichtet. Einige Studien haben gezegt, dal
Borrelieninfektionen ursadlich sein kdnnten. In anderen Studien wurde diese
Behauptungwiderlegt.

Es wird berichtet, dal3 Antikdrper gegen Borrelia burgdorferi in 50% eines

untersuchten Patientenkoll ektivs mittels ELISA nadhweisbar sind (Aberer et
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a., 1995 S. 165 170, wohingegen in der Kontrollgruppe bei keinem Patient
eine Antikorperantwort nachwelsbar ist.

Die gleiche Forschergruppe berichtet 1987 dal? B. burgdorferi aus der Haut
eines sropasitiven Patienten mittels kulturellem Nadhweis angezichtet werden
konnte, und daf? in 3 von 15 Féllen B. burgdorferi in Gewebeproben von an
Morphea ekrankten Personen nachgewiesen werden konnte.

Gleichzatig berichten andere Forschergruppen (Hoesly et al.), dal3 nur bei
einem von 25 Patienten mit Morphea positive Antikorpertiter im ELISA
nachgewiesen wurden, wohingegen bel der gesunden Kontrollgruppe an
hoherer Antell an seropcsitiven Patienten auftrat. Aufgrund deser
widerspriichlichen  Untersuchungsergebnisse  wird  diskutiert, da3 die
Testergebnise hauptsadlich vom Alter der Patienten (je dter der Patient,
desto groler die Wahrscheinlichkeit eines pasitiven Testergebnisses) und von
geographischen Faktoren abhéngen (in Amerika - vor allem Nordamerika- ist
die Durchseuchungsrate mit B. burgdorferi geringer als in Europa). Es wird
daher vermutet (Dillon, 1995, dal3 es zwischen dem Auftreten von pasitiven
Testergebniseen urd Morpheakeinen Zusammenhang ght.

Obwohl es sch bel den vorliegenden Daten hinsichtlich des Zusammenhangs
zwischen Morphea und einer Borrelieninfektion un keine Fall- Kontroll-
Studie handelt, ist eine Korrelation der Ergebnisse wahrscheinlich, da 16
(64%) der insgesamt 25 an Morphea ekrankten Patienten eine positive
Borrelienserologie hatten. Mit 64% seropasitiver Ergebnisse liegen diese
deutlich tber der durchschnittlichen Durchseuchung der Normalbevolkerung
von 10%. Dieses Ergebnis mifite jedoch mittels Fall- Kontroll- Studien belegt
werden.

Bezidich der Haufigkeitsverteilungen der untersuchten Patienten 183t sich
sagen, dal3 der Antell an erkrankten Frauen mit einem Antell von 62,19%
deutlich hoher als der der ménnlichen Untersuchten war (37,81%).

Frauen befanden sich mit 38,4% fast zweieinhalb mal so haufig im Stadium 3
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(15,79% Manner). Frauen scheinen also haufiger an Acrodermatitis chronica
atrophicans Herxheimer zu erkranken.

Ménner befanden sich mit 31,58% ca eineinhalb mal haufiger im Stadium 1
(Frauen: 20%). Bei Mannern konnte haufiger eine berufliche Exposition
vorliegen. Weitere Auffalligkeiten in der prozentualen Vertellung der
Erkrankungen gab es nicht.

Der Altersgipfel lag bel den 60- bis 70- jdhrigen Patienten, wobel das
Gesamtdurchschnittsalter bei 52,78 Jahren lag. Vergleicht man die
Altersverteilungen mit einer Untersuchung aus dem Gebiet Brandenburg aus
dem Jahr 1997 (Taaska, Borreliose- Epidemiologie an Beispiel des
Bundeslandes Brandenburg, S. 40- 47), so sind de gewonnen Daten
unaufféllig. Bel dieser Studie in Brandenburg lag der Altersgipfel der
Erkrankten bei den 50- bis 60- jahrigen. Auch dort war mit 60% der Anteil an
untersuchten Frauen deutlich hther (62,19% bei der vorliegenden Studie).
Aufféllig ist bei der vorliegenden Studie, dal3 das Gesamtdurchschnittsalter im
Stadium 2 bei 52,31 Jahren liegt. Bei diesen Erkrankten wurde durchgangg die
Diagnose Lymphadenosis cutis benigna gestellt. Diese Erkrankung ist wie
beschrieben eine Erkrankung des Kindesalters und tritt bei Erwadhsenen nu
sehr selten urd dann meistens im Bereich von Skrotum oder Mamille auf. Mit
16 erkrankten Patienten im Stadium 2 ist das Patientenkollektiv zu gering, als
daf’3 man allgemeingutige Schltisse davon ableiten konrte.

Abschlielend ist zu sagen, dad Neuentwicklungen serologischer
Testverfahren zur Diagnose éner Borrelieninfektion winschenswert und
notwendig sind, da die bisherigen Ergebnisse serologischer Verfahren
bezigich Speazfitdét und Sensitivitdt unzureichend sind. Zusétzlich missen
bereits eingesetzte Testverfahren mach Vorbild des CDC (Center of Disease
Control) weiter standardisiert werden. AulRerdem wéare @n weiterer Schritt zur

sicheren Prophylaxe aner Borrelieninfektion die Entwicklung eines Impfstoffs,
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der in Endemiegebieten exponierten Personen einen Schutz bieten kénnte (zur

Problematik der Impfstoffentwicklungs. Kapitel 1.4.1.).

Die Ergebniss der Studie zegen, dal3 die Nadchweisgenauigkeit noch nicht auf
dem gewiinschten Niveau ist.
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V1. Zusammenfassung

Die Borrelienkrankheit ist eine durch die Spirochdte Borrelia burgdorferi
verursacdite  Multisystemerkrankung mit  Befal von Organen urd
Organsystemen.

Am haufigsten befallen sind Haut, Herz, Nervensystem und Gelenke. Das
Erkrankungsgektrum reicht dabel von milde verlaufenden Lokalinfektionen
(Erythema migrans) bis zu chronisch progredienten Systemerkrankungen, wie
z.B. der chronisch progredienten Enzephalomyelitis.

Das Bakterium Borrelia burgdorferi wird in Europa durch den Vektor Ixodes
ricinus Ubertragen.

Man hat die Moglichkeit, das Bakterium direkt, die DNA, oder spezfische
Antigene nadchzuweisen; aul3erdem kann die Immunantwort des Organismus
nadhgewiesen werden.

In der vorliegenden Studie werden as Nadweisverfahren der
Immunfluoreszenztest und der Westernblot durchgefihrt. Bisher gibt es kein
standardisiertes Diagnoseverfahren urd es treten immer wieder Probleme bei
der Auswertung \on Testverfahren auf.

Das Ziel der Studie ist die Darstellung der Sensitivitdt und Spezfitét der
verwendeten Testverfahren urd der Nadwes eines  ggnifikanten
Zusammenhangs zwischen dem Ergebnis des durchgeftinrten Westernblots in
Abhangigkeit von dem jeweiligen Krankheitsgadium der Borreliose. Zum
Signifikanznachweis wird de bindr logistische Regresson durchgeftihrt.
Zusdtzlich  wird untersucht, ob ene Korrelation zwischen der
Borrelieninfektion urd der Erkrankungan Morpheabesteht.

Die erhobenen Daten werden nach der Haufigkeitsvertellungder Geschledhter
in den jeweligen Erkrankungsdadien geordnet und es werden die
Altersverteilungen in Abhangigkeit vom jewelligen Erkrankungsdadium
dargestellt.
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Die statistische Anadyse der Daten hat gezegt, dad sowohl der
Immunfluoreszenztest als Screeningwverfahren als auch der Westernblot als
zusatzliches diagnostisches Verfahren nicht die geforderte Sensitivitét und
Spezfitét erreichen. Die fir den WB angewendete binér logistische Regresson
zegt, dald zwischen dem Ergebnis des WB (negativ oder pasitiv) und dem
jewelligen Erkrankungsdadium der Borreliose kein statistisch signifikanter
Zusammenhang besteht.

Die Testverfahren konnen daher nur zur Unterstiitzung einer Diagnose
dienen, die anamnestische und klinische Diagnoseehebungaber nicht ersetzen.

Die Untersuchung der Korrelation zwischen einer Borrelieninfektion urd
Morphea zeégt bel den her erhobenen Daten, dal3 ein Zusammenhang
wahrscheinlich ist, da von insgesamt 25 an Morphea Erkrankten 16 Patienten
(64%) eine paositive Borrelienserologie hatten. Im Vergleich dazu betragt die
Seropasitivitét in der Bevolkerung ca 10%. Zur Bestdtigung dieser Aussage
sind weitere Studien notwendig.

Die Ergebnisse der Haufigkeitsverteilungen werden im Tell Ergebnisse im

einzdnen ausfuhrlich beschrieben.
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