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Verbesserte Borrelien-Serologie

durch Einsatz von rekombinanten Antigenen mit der Luminex-Technologie

Bereits seit vielen Jahren werden in fithrenden medizinischen Laboren die
Vorteile von rekombinant hergestellten Antigenen bei der Durchfiithrung der
Borrelienserologie genutzt. Sowohlin den Suchtests (IgG- und IgM-EIA) als
auch bei den Westernblots zur Bestdtigungsdiagnostik (auch als IgG- und
IgM-Immunoblot bezeichnet) gelangen dafiir die hochspeziﬁschen, immun-
dominanten und reinen Borrelien-Antigene Zum Einsatz, die ein HéchstmaR
an diagnostischer Sensitivitdat und Aussagekraft mit einem Minimum an
Kreuzreaktionen und Unspezifitdten verbinden.

Borrelien-Tests nach dem
Schliissel-Schloss-Prinzip

Doch: woher: kommen eigentlich diese
Vorteile? Um dies richtig verstehen zu
konnen, muss 'man sich  zunachst klar
machen, wie die Labortests: eigentlich
funktionieren. Bei der klassischen La-
bordiagnostik der Lyme-Borreliose wird
im Blut betroffener Patienten nach-Anti-
korpern gesucht. Dies sind lgsliche Ab-
wehrstoffe, die gegen den bakteriellen
Erreger gerichtet sind - und nach dem
Schliissel-Schloss-Prinzip -des: Immun-
. systems genau darauf abgestimmt sind.
Will man im Labortest die Abwehrstoffe
nachweisen; so muss man zundchst den
Erreger kennen umnd fiir seinen Test ver-
fiighar haben. Hierfiir werden die Borre-
lien-Bakterien kulturell angeziichtet, dann
abgetotet und in einem chemischen Pro-
zess in ihre einzelnen Bestandteile (An-
tigene) - zerlegt oder lysiert. Die so ent:
standene Bakterienprdparation wird dem-
entsprechend auch als Vollantigen-Lysat
bezeichnet." Diese "Bestandteile werden
dann in dem Test eingesetzt, um im Pati-
entenblut enthaltene, dazu passende Ab-
wehrstoffe heraus zu fangen und sicht-
bar zu machen.

Falsch positive Ergebnisse bei
den Vollantigen-Verfahren

Es gibt- allerdings viele und: erhebliche
Problemie bei dieser Vorgehensweise. Die
Lysatpraparationen enthalten immer Ver-
unreinigungen aus der vorhergehenden
Bakterienkultur  und: bringen dadurch
Féangerstoffe (Antigene) in den Test ein,
die mit Borrelien gar nichts zu tun ha-
ben. Auch eigens eingefiihrte Reinigungs-
schritte' konnen dies nicht ganz verhin-
dern. Dies fiihrt dann im Test zu irrefiih-
renden, falsch positiven  Ergebnissen.
Aber-auch die echten Borrelienantigene

aus den Prdparationen sind nicht alle fiir
den Einsatz im Test geeignet. So enthal-
ten die’ Borrelien ' beispielsweise neben
anderen auch so genannte Geifielantige-
ne. Diese werden auch als Flagellin oder
nach: ihrer -molekularen Grofie als: p4l
bezeichnet. : Sie: sind-. Bestandteile der
Geifdeln, mit deren Hilfe sich die Bakteri-
en-in: Fliissigkeiten wie mit einem Pro-
peller vorwdrts bewegen konnen.
Dummerweise haben aber auféer den
Borrelien ‘auch viele. andere: Bakterien
dieses Flagellin zur Verfiigung. Darunter
sind auch solche, die beim Menschen
sehr hdufig zu mehr oder wenigen harm-
losen Erkrankungen wie z. B. Harnwegs-
infekten fiihren konnen. In der Folge ei-
ner solchen Infektion bildet der Mensch
dann aber Antikorper gegen das Flagel-
lin dieser Bakterien aus. Und wenn im
Borrelientest: ebenfalls: Flagellin einge-
setzt ist; fiihrt das zwangslaufig zu falsch
positiven, irrefithrenden Resultaten:

Auch falsch negative Ergebnisse
im Vollantigentest moglich
Umgekehrt - haben - die - Vollantigentests
aber-auch mit dem Nachteil zu kimpfen,
dass sie‘natiirlich nur die Antigene ein-
setzen konnen, die-der zur Kultur be-
nutzte Bakterien-Laborstamm:auch zur
Verfiigung hat. Und diese” Auswahl ist
keineswegs immer reprdsentativ fiir die
Antigene der: Bakterien, die im: wirkli-
chen Leben die Infektionen hervorrufen!
Denn in der: freien Wildbahn existieren
meist viele, etwas unterschiedliche Stdm-
me einer Bakterienart, die sich mehr oder
weniger stark von ihrem Ursprung unter-
scheiden. Wird der Unterschied zu grofs,
resultieren daraus falsch negative Tester-
gebnisse im Labortest: die gegen die ver-
anderten Bakterien: aus der Wildbahn
gerichteten Antikorper im Patientenblut

reagieren dann ndmlich: nicht mehr aus-
reichiend oder sogar tiberhaupt nicht mit
den: Antigenen des herkommlichen La-
borstamms!

Ein: typisches. Beispiel fiir ein- Anti-
gen, bei dem die beschriebenen Unter-
schiede zwischen den verschiedenen -
Stammen sehr ausgeprdgt sein:koénnen;
ist das OspC-Antigen. Es ist vor allem in
der Friihphase der Immunreaktion, also
bei Frischinfektionen wichtig. Auch gibt
es Antigene, die bei den Laborstimmen
gar nicht erst in ausreichender Menge
vorhanden . sind, sondern die man nur
bei Wildstimmen direkt im lebenden O1-
ganismus. findet. Man nennt diese Anti-
gene deshalb auch in-vivo-Antigene. Das
bekannteste Beispiel ist das fiir die Diag-
nostik- immens - wichtige ' VISE-Antigen,
das wahrend der Infektion des Organis-
mus fast immer eine starke Antikdrper-
reaktion' hervorruft, aber in. denher-
kémmlichen  Laborstimmen praktisch
tiberhaupt - nicht reprasentiert -ist und
deshalb zu keinem messbaren Testsignal
fiihren kann.

Gezielte Auswahl von Antigenen:
auf dem Weg zum Designertest

Die nahe liegende Ldsung dieser Proble-
me: der Vollantigentests wdren nun: na-
tiirlich-Verfahren, die alle wichtigen und
spezifischen - Antigene aller relevanten
Borrelien enthalten; die bei der: Infekti-
onsabwehr "durch' den Menschen eine
Rolle spielen. Sie. wiirden deshalb den
Labortest bei der Untersuchung von Pati-
entenblut zu Recht positiv reagieren las-
sen. Gleichzeitig miissten aber auch alle
Verurireinigungen beseitigt werden; und
diejenigen- Antigene aus dem:Test ver-
bannt werden, die bekanntermafen oft
auch bei anderen Bakterien vorkommen
und- deshalb zu falsch positiven’ Ergeb-
nissen. bei: der Untersuchung. fiihren.
Neudeutsch wiirde 'man bei einer sol-
chen Vorgehensweise von einem Desig-
nertest: sprechen. Der Test wiirde nicht
mehr ldnger nur das nutzen, was schon
natiirlicherweise vorhanden ist, sondern
in einem  intelligenten Auswahl- und
Kompositionsverfahren die Zutaten zu-



sammenfiigen, die die optimale Ausbeu-
te fiir den angestrebten Zweck bringen.
Diese Vorgehensweise ist mit der her-
kommlichen Bakterienantigenherstellung
nicht durchfiihrbar. Man kann zwar ver-
suchen, Stdimme zu mischen, Unspezifi-
- tdten zu vermeiden, Verunreinigungen
nachtrdglich wieder zu beseitigen, aber
alle diese Mafnahmen zeigen nur be-
grenzten Erfolg in der Praxis.

Genetisch programmierte
Mikroben als Fabrik fiir
rekombinante Antigene

Den Ausweg aus dieser Kluft zwischen
Anspruch und Wirklichkeit bieten' mo-
derne molekularbiologische, gentechno-
logische Verfahren. Hat man nimlich
einmal ein spezifisches, wichtiges Anti-
gen identifiziert, kann' man mit etwas
Gliick und Geschick auch das zugehéri-
ge Gen dazu; also die Erbsubstanz auf
DNA-Basis finden und isolieren: Dieses
Gen wird im Labor mit einem gezielten
Verstarker gekoppelt und anschlieffend
als ,Turbo-Gen® in geeignete Bakterien
oder andere Zellen eingebracht. Diese
kann man dann durch gezielte Kulturbe-
dingungen dazu bringen, das gewiinsch-
te Antigen in grofen Mengen und sehr
hoher Reinheit zu produzieren. Die ge-
netisch verdnderten Zellen sind dann so-
zusagen Minifabriken zur gezielten Anti-
genherstellung im Dienste der Gesund-
heit geworden. Meist werden dafiir
E.coli-Bakterien benutzt, die sich sehr
leicht und effizient umprogrammieren
und kultivieren lassen, es gibt aber auch
gut funktionierende Systeme z. B. auf
der Basis von Hefepilzen oder von Zel-
len aus Insektenspeicheldriisen. Der er-
wiinschte und erreichte Effekt: ist aber
immer derselbe: eine hohe Ausbeute ei-
nes gezielt ausgesuchten. und hochrei-
nen Antigens, welches jetzt sozusagen
nur noch geerntet werden muss. Und
wenn - mehrere - Antigene *erforderlich
sind, kann man verschiedene umpro-
grammierte Fabriken gleichzeitig arbei-
ten lassen und anschliefiend die Ernte
aus Einzelbausteinen ganz gezielt zu-
sammenfiigen. Man nennt'die auf solche
gentechnologische  Weise hergestellten
Antigene auch rekombinante Antigene.

Gekonnte Zusammensetzung
bringt den gewiinschten Erfolg
Durch eine gezielte Auswahl der am bes-
ten geeigneten, rekombinanten Antigene
konnen die so komponierten Tests sehr

sensitiv. und doch zugleich spezifisch
ausgelegt werden. Voraussetzung ist na-
tirlich intensive Forschungsarbeit, um
die richtigen Zielantigene auch zweifels-
frei zu identifizieren. Ist dies aber erst
einmal gelungen, wird die Aussagekraft
der Laboruntersuchung gleichzeitig so-
wohl bei der akuten Borrelieninfektion
(z. B. Erythema migrans) als auch bei
protrahierten und chronischen Verliufen
(z.’B. theumatischer Formenkreis; Neu-
roborreliose, andere Organmanifestatio-
nen) stark verbessert.

Die Vorteile kommen besonders auch
beim Einsatz der rekombinanten Tests in
der Liquordiagnostik zum Tragen, wenn
speziell - die Neuroborreliosediagnostik
angestrebt wird. Auflerdem erméglichen
es die rekombinanten Substanzen, die
unterschiedliche Auspridgung von Anti-
genen durch die verschiedenen, human-
pathogenen Borrelien-Spezies (Borrelia
burgdorferi sensu stricto, B. b. afzelii und
B. b. garinii; B. spielmannii) in einem ein-
zigen Testansatz widerzuspiegeln, so dass
Antikérper gegen alle vier Subspezies si-
cher erfasst werden. Es ist also durch die
geeignete Auswahl rekombinanter Prote-
ine sichergestellt, dass im Patientenblut
vorhandene Borrelienantikérper sicher
festgestellt werden konnen, unabhingig
von der Borrelienunterart, die die Infek-
tion hervorgerufen hat, und unabhingig
vom Stadium der Erkrankung.

Aber auch fiir die rekombinanten
Tests gilt nattirlich: Wo keine Antikdrper
sind, kénnen auch keine gefunden wer-
den. Dies gilt bekanntlich in vielen Fil-
len von Frischinfektionen, wo die Er-
krankung schon ausgebrochen ist, aber
die Antikdrper erst Wochen spéter nach-
weisbar werden,

Noch besser: rekombinante
Antigene im Multiplextest

Die technische Durchfiihrung der
Antikdrperbestimmungen wird typischer-
weise in einer klassischen Stufendiag-
nostik durchgefiihrt: Mit dem klassischen
EIA-Suchtest wird geprtift, ob {iberhaupt
1gG- oder IgM-Antikdrper gegen Borreli-
el im’ Blut vorhanden sind; mit dem
Westernblot (= Immunoblot) wird an-
schlieffend eine Spezifititskontrolle und
weitere Differenzierung vorgenommen.
Erfahrene Anwender und Beurteiler die-
ser-Tests wissen aber, dass mit dem Tm-
munoblot gelegentlich auch bei negati-
vem' EIA-Suchtest - Borrelienantikdrper
nachgewiesen werden konnen, weil der

Blot empfindlicher ist. Hierdurch wird
natiirlich der Sinn der Stufendiagnostik
in Frage gestellt.

Neuerdings - steht jetzt eine fort-
schrittliche immunologische Technolo-
gie zur Verfiigung, die viele Vorteile bei
der Borrelienserologie  bietet, ndmlich
die Multiplex-Analytik mittels: Luminex:
Technologie. Auch im Luminex-System
werden die oben geschilderten: Vorteile
der rekombinanten Antigene vollstindig
genutzt, aber nicht mehr in festphasen-
gebundenen Mikrotiter-EIAs und mit an-
tigenbeschichteten Westernblotstreifen;
sondern mit einem Cocktail von Tausen-
den  verschiedener, = antigentragender
winziger - Kunststoff-': ;
Kiigelchen, die in ei-
ner: - Tragerfliissigkeit
suspendiert sind: Man
nennt - diese : Kiigel-
chen - ‘auf ‘englisch
auch ,beads” Jedes
einzelne . Kiigelchen
wird: nur mit einem
einzigen - Borrelien-
Antigen  beschichtet;
50 dass" die immuno
logische = . Reaktion'
zumn Antikorpernach-
weis vOllig ungestért von den anderen
Antigenen auf den anderen Beads statt-
finden kann. Bis zu 100 verschiedene
Antigene konnen auf diese Weise gleich-
zgeitig in einem- einzigen Testansatz ein-
gesetzt werden. Wollte man dies im kias-
sischen EIA nachmachen, wiirde das
heillose Antigendurcheinander zu véllig.
unvorhersehbaren Kreuzreaktionen, Un-
spezifititen und gegenseitiger Behinde-
rung bei der Antigenbindung fiihren.

liberlegene Kapazititen

der Multiplex-Beads:

immer noch Reserve frei

Aus dem breiten Spektrum der bekann-
ten Borrelienantigene kénnen mit dieser
neuen Technologie die am besten geeig-
neten, rekombinanten Proteine vollstin-
dig in den Test eingefiigt werden. Hier-
durch ist gewdhrleistet, dass die am
starksten immundominant reagierenden
Antigene aller Phasen einer Borrelienin-
fektion; also der akuten, mittleren und
der Chronifizierungsphase der Lyme-
Borreliose reprdsentiert : sind.  Ebenso
leicht ist es moglich, jederzeit neue Anti-
gene zu dem bestehenden Test hinzu zu
fiigen, wenn neue Forschungsergebnisse
Vorteile davon erkennen lassen. Dariiber




hinaus ist es natiirlich auch kein Pro-
blem, alle fiir den Menschen relevanten
Borrelien-Subspecies: wirklich: vollstdn-
dig abzubilden, weil sozusagen immer
noch ein Bead frei ist, wenn es sich als
erforderlich erweisen sollte.

Sehr hohe Bandbreite des Mess-
signals dank Chemolumineszenz
Als messbares Nachweissignal fiir die ab-
gelaufene Immunreaktion des Borrelien-
tests wird im Luminexsystem anders als
beim klassischen:EIA und Westernblot
keine - enzymatische - Farbentwicklung
mitihrem eng begrenzten, linearen Mess-
bereich: genutzt; sondern ein licht-emit-
tierendes Chemolumineszenzsignal: Die
Messung erfolgt voll' automatisiert mit
einem speziell dafiir konstruierten Gerat
nach Art eines Durchflusszytometers.
Diese Technologie ist wesentlich sen-
sitiver als die herkommlichen Verfahren;,
sie kann also positive Reaktionen schon
bei viel geringeren Konzentrationen von
Antikérpern - nachweisen. Dies. ermog-
licht es, bei Frischinfektionen mit begin-
nender. Antikorperbildung friiher ‘eine
positive Reaktion zu finden: Auflerdem
erlaubt die neue Methode auch eine ge-
naue Quantifizierung; also die verldssli-
che, zahlenmdfig erfassbare Zuordnung
der -Antikorperkonzentration in = U/ml
iiber einen wesentlich breiteren Messbe-
reich-als die herkdmmliche Farbreaktio-
nen. Dadurch kann-insgesamt ein sehr
viel breiterer Bereich der Immunreaktion
im Borrelientest zuverldssig, prazise und
reproduzierbar in einem einzigen Ansatz
erfasst ‘werden;: als: es mit herkdmmli-
chen Verfahren mdglich ist: Bisher iibli-
che Verdiinnungsansdtze am. ndchsten
Tag sind auch bei hohen Antikdrperkon-
zentrationen nicht erforderlich; die end-
gliltigen Befunde kénnen dadurch be-
reits am ersten: Tag: der Probenbearbei-
tung erstellt werden.
Aber nicht nur die Geschwindigkeit
der Analytik steigt. Von' Vorteil ist-auch
der grofse Messbereich - des  Verfahrens
z.B. bei Verlaufskontrollen nach Thera-
pie, da zu erwartende Titerabfille jetzt
zuverldssiger erfasst werden konnen als
|

i;Der Autor 1st Facharzt fur M]krob1o~
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sches Labor Bremen WWW. mlhb de

Neurologen verweigern sich vor Borreliose

Neurologen-Kongress — und niemand
spricht von Borreliose. Auch 2007
sucht man den Begriff , Borreliose” ver-
geblich im Programm mit {iber 500 Ein-
zelveranstaltungen der Deutschen Ge-
sellschaft fiir Psychiatrie, Psychothera-
pie und Nervenheilkunde (DGPPN), die
ihre Fortbildungsveranstaltung als ,,Kon-
gress der Superlative” bezeichnet.

Lediglich der Autor Joachim Fliigel, Fach-
arzt fiir Neurologie und Psychiatrie,
Crailsheim, berichtete zum Thema Schlaf-
apnoe dariiber, dass es ,in Einzelfdllen
Assoziationen mit einer liquordiagnos-
tisch gesicherten Neuroborreliose (12%)“
gegeben habe. Auch er weify anschei-
nend nicht, dass ein negativer Liquor
eine Borreliose nicht ausschliefst.



