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Lymphozytentransformationstest (LTT) und CD57-Nachweis:
Bestimmung der zelluldren Immunreaktion im Blut
zur Diagnostik der aktiven Lyme-Borreliose

Mit geschéatzt 60.000 Neuerkrankungen pro Jahr in Deutschland ist die Lyme-Borreliose die hdufigste durch Zecken tibertrage-
ne Infektionserkrankung. Ausloser ist die Spirochéate Borrelia burgdorferi, die 1982 erstmals beschrieben wurde. Heute sind
vier Unterarten bekannt (B. burgdorferi sensu stricto, B. b. afzelii, B. b. garinii und B. b. spielmanii), die beim Menschen
Erkrankungen hervorrufen. Das klinische Bild ist durch einen stadienformigen Verlauf gekennzeichnet und reicht vom
Erythema migrans, weiteren dermatologischen und rheumatologischen Symptomen bis zu neurologischen und kardialen

Krankheitserscheinungen.

Labordiagnostik

Die klassische Labordiagnostik der
Lyme-Borreliose besteht aus serologi-
schen Tests zum Antikdrpernach-
weis, bei denen IgG- und IgM-
Antikorper im ELISA und Immunoblot
nachgewiesen werden. Diese be-
wahrte Stufendiagnostik hat aller-
dings auchihre Einschrankungen:

¢ In der Frihphase der Erkrankung
sind oftmals Gber Wochen hinweg
Uberhaupt noch keine oder aber
noch keine eindeutig verwertbaren
Antikdorper nachweisbar. Umge-
kehrt bleiben einmal ausgebildete
Antikérper auch nach Ausheilung
lange unverandert nachweisbar.

e Bei chronischen Verlaufen ist eine
starke Antikdrperreaktion zwar
praktisch immer vorhanden, diese
bleibt aber sehr haufig nach spon-
taner Ausheilung und auch nach
erfolgreicher antibiotischer Thera-
pie Uber einen langen Zeitraum
erhalten. Sowohl die Einschatzung
einer aktuell bestehenden Aktivitat

als auch die Dokumentation eines
Behandlungserfolges sind in sol-
chen Fallen schwierig.

¢ Falsch positive Reaktionen kdnnen z.
B. bei Autoimmunerkrankungen,
bakteriellen (insbesondere Syphilis)
und einigen viralen Infektionen (z.B.
EBV) auftreten.

Lymphozytentrans-
formationstest LTT

Verbesserungen in dieser Situation
verspricht der Lymphozytentransfor-
mationstest (LTT) fiir Borrelien. Beim
LTT wird die Aktivierung und anschlie-
Rende Vermehrung sensibilisierter
Patienten-Lymphozyten in Laborkul-
turen nach Inkubation mit Borrelien-
Antigenen gemessen. Ein positiver
Reaktionsausfall deutet auf eine aktu-
elle, Borrelien-spezifische Aktivie-
rung des zellularen Immunsystems
hin.

Bei Frischinfektionen ist eine Lympho-
zytenaktivierung oftmals schon
deutlich vor einer Antikérperantwort
vorhanden, klingt aber nach Aus-
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heilung einer akuten oder chroni-
schen Borreliose auch schneller wie-
der ab. In Ergdnzung zu den serologi-
schen Tests kann damit der LTT wich-
tige Zusatzinformationen bei der Ein-
schatzung einer Borrelieninfektion,
der Bewertung der Aktivitat und einer
eventuellen Therapiebedirftigkeit
liefern.

Der Einsatz hochgereinigter, klar defi-
nierter, rekombinanter Schliisselanti-
gene erlaubt die Erkennung der
Lymphozytenaktivierung unabhangig
vom Krankheitsstadium und hilft, un-
spezifische, falsch positive Ergebnisse
zu vermeiden, wie sie bei sog. Voll-
antigenen zu beflirchten sind. Die
Antigenauswahl deckt alle humanpat-
hogenen Borrelien ab. Jedes Anti-gen
wird in mehreren Verdinnungen
verwendet, um noch hohere Sicher-
heit in der Aussage zu gewinnen.
Positiv- und Negativkontrollen in
jedem Ansatz gewahrleisten die zu-
verlassige Erkennung der Stimulier-
barkeit der Patientenlymphozyten,
aber auch einer evtl. vorhandenen
unspezifischen Aktivierung.

Typische Indikationen fiir
denBorrelien-LTT

e Verdacht auf aktive Infektion mit
unklarer Serologie (bei V. a.
Frischinfektion auch bei negati-
ven Borrelien-Antikorpern)



e Unterscheidung zwischen einer
chronischen und einer ausge-
heilten Infektion bei positivem
Antikérperbefund
(Abb. 3 und 4)

¢ Objektivdokumentierte
Erfolgskontrolle nach Antibioti-
katherapie (Abb. 5a und 5b)

Untersuchungsmaterial

20 ml Blut in CPDA- oder ACD-
Spezialréhrchen (Bitte nicht kih-
len, Probe am Entnahmetag einsen-
den, Versanddauer < 48 Stunden).
Das Blutabnahme- und Versand-
material wird lhnen von unserem
Labor (Fon (0421) 2072-199)
kostenfrei zur Verfligung gestellt.

Durchfiihrung des LTT

Isolierung der Lympho-
zyten aus Patientenblut
durch Dichtegradienten-
zentrifugation.

Inkubation der Lymphozyten unter
Zugabe von definierten Borrelien-Anti-
genen fiir 5Tage in der Zellkultur.

A B &

Messung der antigeninduzierten
Lymphozytenaktivierung und -vermeh-
rung durch *H-Thymidineinbau und
mikroskopische, morphologische
Begutachtung der Lymphoblasttrans-
formation.

LTT-Ergebnisse bei gesunden Blutspendern,

Infizierten und Erkrankten

Abb. 1 Seronegative, klinisch unaufféllige Probanden
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Abb. 2 Seropositive Patienten mit klinischer Symptomatik
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Patienten 1-3: frische Borrelieninfektion
Patienten 4-6: chronische Borrelieninfektion

Abb. 3 Seropositive Patienten ohne klinische Symptomatik
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Abb. 4 Seronegative Patienten mit klinischer Symptomatik einer Neuroborreliose
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Abb.5a Vor Therapie

Borrelien-LTT zur Therapiekontrolle
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Abb.5b Nach Therapie
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CD57-Test bei chronischer
Lyme-Borreliose

Klinische Studien und Fallbeobach-
tungen deuten darauf hin, dass
chronische Borrelieninfektionen mit
Veranderungen in der zelluldaren
Immunabwehr einhergehen kon-
nen. Ein Anzeichen hierfiir kann eine
verminderte Anzahl der soge-
nannten “Natlrlichen Killerzellen”
(natural killer cells, NK; CD3-CD56+),
vor allem aber eine ver-ringerte
Absolutzahl und Anteil der aktivier-
ten NK-Zellen (CD3-CD56+CD57+)
sein.

Fiir eine zuverldssige Aussage bei
der CD57-Bestimmung ist es
wichtig, dass bei der Analyse wirk-
lich nur die Natural-Killer-Zellen
erfasst werden und der Test nicht
durch andere im Uberschuss
vorhandene Zellen, wie z. B. T-
Lymphozyten, verfalscht wird. In
unserem Labor werden deshalb die
Blutzellen in einem aufwendigen

Verfahren vorprapariert und in
einem mehrstufigen Gating-Prozel
durch vier verschiedene monoklo-
nale Antikorper (CD45, CD3, CD56,
CD57) charakterisiert, ehe die Aus-
wertung vorgenommen wird. Auf
diese Weise wird hochste Spezifitat
des Befundes gewahrleistet.

1. Gewinnung der gesamten
weilRen Blutkérperchen und
Abtrennung von Blutplatt-
chen, Resten der roten Blut-
korperchen etc.: CD45-posi-tiv
(rot umrandetes Feld A)

T ifllll'l"’T‘”T’Tl'lTlTli’V_l_T_"—rrl'l'l—l_l_rTTTT\'
Sl 1888
CD45-ECD

3.

Abtrennung der NK-Zellen
(CD56-positiv, aber CD3-
negativ) von den Gesamt-T-
Lymphozyten (CD3-positiv):
Punktwolke im Feld H1
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Nachweis des CD57-positiven
Anteils an den CD56-positiven
NK-Zellen: Punktwolke im Feld

D2;

a. Normalbefund: 383 Zellen/pl
(CD45+CD3-CD56+CD57+) bei
einem Gesunden.
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b. Deutliche niedrigerear Wert:
nur 42 Zellen/pl (Cd45+ CD3-
CD56+CD57+) bei einem
Patienten mit chronischer
Borreliose.
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Wahrend bei akuter Lyme-Borreli-
ose und anderen Erkrankungen
normale CD57-Werte gemessen
wurden, wiesen in Literaturberich-
ten Patienten mit chronischer
Borrelieninfektion haufiger Werte
unter 60 CD57+-Zellen/ul Blut auf.
Es wurde diskutiert, dass es zu einer
Unterdriickung des Immunsystems
durch die Borrelieninfektion selbst
kommt, welche die Ausheilung
verzogert und behindert. Es ist aber
auch denkbar, dass manche Men-
schen von Natur aus Uber ein
weniger starkes Immunsystem
verfligen und deshalb ein erhdhtes
Risiko einer chronifizierten Bor-
relieninfektion davontragen. Die
beschriebenen Verdnderungen
wurden in starkerem MaRe bei
Patienten mit Befall des Nerven-
systems beobachtet als bei Befall
des Weichteil- und Skelettsystems.
Die CD57-Verminderung hielt so
lange an, bis durch antibiotische
und andere Therapien eine Aus-
heilung erreicht werden konnte.

Im Umkehrschluss wurde eine ver-
ringerte CD57-Zahl als messbares
Signal einer aktiven, chronischen
Borrelieninfektion und moglicher
Indikator des Therapieerfolgs an-
gesehen: eine Borrelientherapie
wurde dann als erfolgreich angese-
hen, wenn es zu einer Erholung der
CD57-Zahlen kam. Zu Beginn ei-ner
Behandlung erniedrigte CD57-
Werte kdnnen auch einen Hinweis
darauf geben, dass evtl. eine héher
dosierte und langere Antibiotika-
therapie erforderlichist.

Der CD57-Test erganzt in seiner
Aussage die klassische Bestim-
mung der IgG und IgM-Antikérperin
ELISA und Immunoblot, den Lym-
phozyten-Transformationstest LTT
und den Borreliendirektnachweis
mit der PCR. Die Bestimmung er-
folgt durchfluRzytometrisch mit
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fluoreszenzmarkierten, monoklona-
len Antikérpern aus einem gewohn-
lichen Blutbildréhrchen (EDTA-Blut).
Die Rohrchen dirfen nicht abzentri-
fugiert oder eingefroren werden.
Kihlung ist nicht erforderlich. Post-
versand Uber Nacht ist moglich,
jedoch bitte moglichst zu Wochen-
anfang.

Abrechnung

Der LTT ist zwar prinzipiell im
Leistungsspektrum des EBM enthal-
ten, darf aber dennoch fiir Kassen-
patienten nicht fur die Erregerdiag-
nostik per Uberweisung angefordert
werden.

Der Lymphozytentransformations-
test wird deshalb grundsatzlich
privatarztlich nach der Geblhren-
ordnung fiir Arzte GOA’96 abge-
rechnet. Der Rechnungsbetrag bei
1,0-fachem GOA-Satz betragt
161,44 Euro.

Fiir Riickfragen stehen Ilhnen gerne
zur Verfligung:

Dr. med. A. Gerritzen
Fon (0421) 2072-108
Mail: Andreas.Gerritzen@mlhb.de

Dr. rer. nat. D. Wolff
Fon(0421)2072-203
Mail: Dietmar.Wolff@mlhb.de

Weitere Informationen zur Lyme-
Borreliose wie auch zur Borrelien-
PCR direkt aus der Zecke finden Sie
in unserem Internet-Schwerpunkt
(www.mlhb.de/zecke) und in
unseren Informationsschriften ,Die
Lyme-Borreliose” und ,Zecken-
schnelltest auf Borrelien und FSME*,
die wir auf Anfrage gerne zur Verfi-
gungstellen.
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