LABORDIAGNOSTIK

Was unterscheidet den Lymphozytentransformationstest
und den Elispot zur Diagnostik bei chronischer Borreliose?

Petra Hopf-Seidel, Volker von Baehr

Bei der Labordiagnostik der chronischen Borreliose hat der direkte Erregernachweis mittels PCR aus Blut, Liquor und
Urin wegen der geringen Sensitivitdt kaum eine Bedeutung. Deshalb steht nur der indirekte Erregernachweis zur Verfu-
gung, d. h. die Erfassung der Reaktion des Immunsystems auf die Borrelien. Das Immunsystem reagiert mit der Bildung
von Antikorpern (humoral) und zellular, also mit der Pragung von T-Lymphozyten, die in der aktiven Erkrankungsphase
als Effektorzellen im Blut zirkulieren und als Gedachtnislymphozyten spéter oft lebenslang persistieren kdnnen. In der
vorliegenden Arbeit werden die beiden heute gebrauchlichen Verfahren der zelluldren Diagnostik mit ihren Starken und

Schwachen vorgestellt.
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Wie funktionieren LTT und Elispot?

Sowohl der Lymphozytentransformationstest (LTT) als auch der
Elispot weisen im Blut eines Patienten spezifische T-Zellen nach,
die gegen definierte Testantigene gerichtet sind. In der vorlie-
genden Arbeit soll es ausschlieRBlich um die Borreliosediagnostik
gehen.

Beide Tests bendtigen 10 bis 20 ml vendses Heparinblut, der
LTT zusatzlich 5 ml Vollblut zur Serumgewinnung. Aus dem Blut
werden spéatestens 24 h nach der Blutabnahme die Lymphozyten
und Monozyten durch Ficoll-Dichtegradientenzentrifugation iso-
liert. Nach mehreren Zentrifugations- und Waschvorgangen wer-
den die Patientenzellen in ein Zellkulturmedium aufgenommen,
durch Verdiinnung in Relation zur ermittelten Zellzahl auf eine
definierte Zellkonzentration eingestellt und in 96-Well-Zellkultur-
platten Uberfiihrt. In diese Zellkulturen werden anschliefend die
zu testenden Borrelienantigene gegeben. Diese Primarzellkultu-
ren werden dann unter optimalen Zell-Wachstumsbedingungen
bei 37 °C fiir 6 Tage (LTT) bzw. 24 Stunden (Elispot) inkubiert.
Beim LTT ist wegen der langeren Zellkulturzeit eine permanente

Dichtegradientenzentrifugation:
Gewinnung von Lymphozyten
und Monozyten

Berechnung des
Stimulationsindex (SI)

Begasung mit 5 % CO, in speziellen Zellinkubatoren notwendig
sowie zur Optimierung der Antigenprasentation die Zugabe von
Interferon-alpha zur Zellkultur." Ansonsten ist das Analyseprinzip
aber bis zu diesem Punkt sehr dhnlich, wobei die 6 Tage andau-
ernde Zellkultur beim LTT methodisch deutlich aufwéandiger ist
als die 24-stiindige Kurzzeitkultur des Elispot. Beim Elispot ist
die Gefahr der Keimkontamination durch die kiirzere Kulturzeit
zu vernachldssigen, weshalb keine streng sterile Arbeitsweise
notwendig ist. Im Unterschied zum LTT, der ein Zellkulturlabor er-
fordert, kann der Elispot auch in einem gewohnlichen Labor ohne
groBeren technischen und personellen Aufwand durchgefiihrt
werden. Das ist ein wesentlicher Grund dafiir, dass der Elispot
preiswerter angeboten werden kann im Vergleich zum LTT und
erklart auch, warum Labore ohne Zellkulturerfahrung den Elispot
als die bevorzugte Testvariante wahlen.
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Es zeigen sich positive LTT-Reaktionen auf Borrelienantigene. Dieser Befund spricht
fir eine aktive Auseinandersetzung des zelluldaren Immunsystems mit Borrelien und
deutet somit auf eine derzeit aktive Borrelieninfektion hin. Die Reaktivitat auf die
Lysatantigene mehrerer Borrelien-Genospezies ist durch den Gehalt an spezies-
ibergreifenden Antigenen im Lysatantigen zu begriinden.

Ein positiver LTT allein stellt auf Grund nicht sicher auszuschlieBender Kreuzreaktivi-
taten keine unmittelbare Therapieindikation dar. Eine Therapiekontrolle sollte immer
unter Beriicksichtigung der Laborbefunde und vor allem des bestehenden klinischen
Bildes gestellt werden. Wenn therapiert wird, sollte die Kontrolluntersuchung mit
dem LTT frihestens 4-6 Wochen nach Therapieende erfolgen. Nach erfolgreicher
Behandlung sind die SI-Werte fir die Borrelienantigene deutlich riicklaufig bis un-
auffallig zu erwarten.

Abb. 1: Methodischer Ablauf des LTT
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Abb. 2: Beispielbefund eines positiven LTT auf Borrelienantigene
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Unterschiede

Beim LTT wird die Zellkultur 5 Tage in einem ,Brutschrank” auf-
bewahrt. Wenn in der Patientenblutprobe Borrelien-spezifische
Effektorzellen waren, vermehren sich diese in den 5 Tagen ex-
ponentiell. Zum Nachweis dieser Zellvermehrung wird am 5. Kul-
turtag 3H-Thymidin, ein radioaktiv-markierter DNA-Baustein, zur
Zellkultur hinzugegeben. Danach werden die Zellen fir weitere
12 Stunden kultiviert, in denen sich das 3H-Thymidin in alle sich
teilenden Lymphozyten einbaut. Da durch die Zellstimulation mit
spezifischen Borrelienproteinen ausschlie8lich Borrelien-spezifi-
sche Effektorzellen vermehrt werden, kann tiber die mittels eines
Beta-Counters ermittelte Zellteilungsrate direkt auf die Anzahl
der im Blut vorhandenen Borrelien-spezifischen T-Effektorzellen
geschlossen werden.

Beim Elispot erfolgt der Nachweis der T-Zellaktivierung anhand
der Sekretion von Interferon-gamma (IFN-y) oder Interleukin-2
(IL-2) durch die aktivierten Zellen. Die Zellkultur wird hier auf einer
Mikrotiterplatte mit einem Membranboden durchgefiihrt, die mit
Antikorpern gegen die nachzuweisenden Zytokine beschichtet ist.
Durch diesen methodischen ,Kniff“ werden die im Falle einer Zell-
aktivierung gebildeten Zytokine sofort gebunden, ehe sie von den
aktivierten, sich teilenden Zellen wieder aufgenommen und ,ver-
braucht” werden. Das erklart, warum im Gegensatz zum LTT schon
nach 24 Stunden der Nachweis der T-Zellaktivierung moglich ist.
Die Zytokinbindung wird (iber die Zugabe Enzym-markierter Anti-
korper nachgewiesen. Sichtbar werden damit sogenannte ,spots®,
was den Zytokin-positiven T-Zellen im Kulturansatz entspricht.
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Abb. 3: lllustrierung positiver und negativer Ergebnisse im Elispot

Bei beiden Tests werden zur Ergebnisdarstellung die Ergebnisse
der Borrelien-spezifisch stimulierten Zellaktivierung (also der
Zellteilungsrate im LTT bzw. die Anzahl der Zytokin-Spots im Eli-
spot) zu einem Basalwert (Kulturansatz ohne Zugabe von Borre-
lienantigen) ins Verhaltnis gesetzt. Das Ergebnis wird als Stimu-
lationsindex (SI) dargestellt.

Vor- und Nachteile des LTT aus Sicht des Labors

Im IMD Berlin liegen Erfahrungen mit beiden Tests vor. Nicht
nur fir Borrelien sondern, zuletzt auch fiir den Nachweis von
SARSCoV-2, VZV, EBV und CMV. Beide Testverfahren wurden
ausgiebig verglichen.
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Vorteilhaft beim Elispot ist, dass weder ein teures Zellkulturlabor
noch Zellkulturerfahrung bei den Labormitarbeitern notwendig
sind. Die Gefahr einer Kontamination mit Bakterien oder Myko-
plasmen ist wegen der nur 24-stiindigen Kulturzeit zu vernach-
lassigen. Das Ergebnis beim Elispot liegt schon nach 24 Stun-
den vor und nicht erst wie beim LTT nach 6 Tagen, wobei das
bei der Fragestellung der chronischen Borreliose wenig bedeu-
tend ist. Ein wichtiger Vorteil ist, dass der Elispot im Unterschied
zum LTT kein radioaktives Testverfahren ist. Die Kosten fiir die
Entsorgung von radioaktiv kontaminiertem Labormaterial stei-
gen stetig an. Prinzipiell ist es positiv zu bewerten, dass es sich
beim Elispot um einen CE-zertifizierten, kommerziell erhéltlichen
Testkit handelt. Damit wére auch die Standardisierung der Test-
durchfiihrung zwischen verschiedenen Laboren im Unterschied
zum LTT leichter moglich. Bei ,in-house” entwickelten Methoden
wie dem LTT ist die Qualitat vor allem von den Fahigkeiten und
der Erfahrung der Labormitarbeiter und der Ausstattung des La-
bors abhangig. Der LTT ist daher zwischen verschiedenen Labors
deutlich schwerer standardisierbar als wenn man vorkonfektio-
nierte Elispot-Testkits verwendet.

Der Nachteil dieser Standardisierung des Elispots ist allerdings,
dass methodische Weiterentwicklungen im Labor selbst nicht
moglich sind. Das Labor ist abhangig von den Unternehmen,
die diese Tests verkaufen. Die aufwandige CE-Zertifizierung er-
schwert spéatere Testanpassungen. So sehen wir z.B. die Tatsa-
che kritisch, dass beim Elispot als Positivkontrolle lediglich Mito-
gen verwendet wird und nicht wie beim LTT die weit sensitivere
antigenspezifische Positivkontrolle. Die Gefahr nicht erkannter,
falsch negativer Resultate z.B. durch Probentransportschaden,
immunsuppressive Therapien oder einen Immundefekt des Pati-
enten, ist beim Elispot deshalb héher als beim LTT.

Ist der Elispot wirklich ,sensitiver” als der LTT?

Von Beflirwortern des Elispot wird haufig eine im Vergleich zum
LTT hohere Sensitivitdt als Vorteil angegeben. Hier muss man
unterscheiden zwischen der analytischen Sensitivitat und der
diagnostischen Sensitivitat. Letztere bezieht sich auf die Frage-
stellung, ob aktuell eine aktive und behandlungsbediirftige Borre-
liose besteht oder nicht. Zudem konnte der beim Elispot oft an-
gegebene Vorteil der hoheren analytischen Sensitivitat von uns
bei den Vergleichsanalysen so nicht bestatigt werden. Wir haben
beobachtet, dass im Falle sehr geringer Frequenzen Borrelien-
spezifischer T-Zellen im Blut, diese im Elispot im Vergleich zum
LTT sogar seltener nachweisbar waren. Diese héhere analytische
Sensitivitat des LTT ist damit zu erkladren, dass die aktivierten T-
Zellen uber 6 Tage vervielfaltigt werden.
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Abb. 4: Methodik des Elispot-Test

umwelt - medizin - gesellschaft | 36 | 3-2023



Vergleich beider Verfahren hinsichtlich der Studienlage

Der LTT wurde zum Nachweis Borrelien-spezifischer T-Lympho-
zyten erstmals 1986 publiziert. Auch wenn damals die Zellkul-
turbedingungen und die zur Zellstimulation verwendeten Anti-
gene im Vergleich zu heute noch suboptimal waren, konnte man
schon damals auf Borrelia burgdorferi-Antigene eine signifikante
Proliferation von Lymphozyten bei Patienten mit Lyme-Borreli-
ose (LB) zeigen, nicht aber bei Gesunden.?

Zwischen 1986 und 2012 wurden insgesamt 11 Studien publi-
ziert, in denen Patienten mit Borreliose im Vergleich zu Kontroll-
gruppen mit dem LTT untersucht wurden. Sigal et al. untersuch-
ten 49 Patienten mit LB, 41 gesunde Probanden und 12 Patienten
mit rheumatoider Arthritis. Bei den Patienten mit LB zeigten sich
signifikant hohere LTT-Ergebnisse als in beiden Kontrollgruppen.
Nach erfolgreicher antibiotischer Behandlung fiel der LTT signi-
fikant ab. Nur in den Féllen anhaltender Beschwerden trotz anti-
biotischer Behandlung persistierte auch der LTT.2

Die nachste Studie von Dattwyler untersuchte neben 17 gesun-
den Probanden 35 Patienten mit LB, davon 18 mit Borrelien-spe-
zifischen Antikérpern und 17 Antikérper-negative Patienten (sog.
Seronegative). Ein Erythema migrans war bei 15/17 der serone-
gativen LB-Patienten nachweisbar. Die seronegativen Patienten
gaben Fatigue, Gelenkschmerzen, Kopfschmerzen und Gedacht-
nisstérungen an. Positive LTTs auf Borrelienantigene zeigten sich
bei den Patienten mit LB signifikant haufiger als bei den Kontrol-
len. Dabei unterschieden sich die Stimulationsindizes zwischen
seropositiven und seronegativen Patienten nicht. Das Fazit der
Autoren war, dass eine chronische LB durch Seronegativitat nicht
sicher ausgeschlossen werden kann. Ein positiver LTT bedeutet
den Nachweis einer persistierenden Infektion mit Borrelien bei
typischen LB-Symptomen. Die Empfehlung der Autoren lautete,
dass der LTT bei Verdacht auf chronische LB durchgefiihrt wer-
den sollte, insbesondere wenn in der Frilhphase eine antibioti-
sche Behandlung durchgefiihrt wurde, die bekanntermallen die
Antikdrperbildung reduzieren kann.*

In Boston/USA wurde der LTT mit Borrelienantigenen bei 42 Pa-
tienten mit LB und 77 nachweislich nicht-borrelieninfizierten Pa-
tienten gemacht. 19 der 42 LB-Patienten zeigten einen positiven
LTT und nur 4 der 77 Kontrollen. Die Autoren berechnen daraus
eine Spezifitdt von 95 %, wobei die Sensitivitat in dieser Studie
nur bei 45 % lag.®

An der Universitat Erlangen untersuchte man mit dem LTT 24
Patienten mit LB, 30 Patienten mit Arthritis anderer Genese und
20 gesunde Kontrollpersonen. Die Studie zeigte signifikant ho-
here LTT-Stimulationsindizes bei LB-Patienten im Vergleich zu
Gesunden und Arthritis-Patienten ohne LB. Nach antibiotischer
Behandlung gingen die Stimulationsindizes signifikant zuriick.
Im Unterschied zu allen friilheren Arbeiten setzte man in dieser
Studie erstmals autologes (patienteneigenes) Serum in der Zell-
kultur ein, so wie das auch heute Ublich ist. Die spezifische T-
Zellantwort fiel bei Zusatz von patienteneigenem Serum deutlich
starker aus.®

Eine kleinere Studie der Dermatologischen Klinik der Berliner
Charité war eher methodischer Art. Bei 5 LB-Patienten und 7 Ge-
sunden wurde der LTT mit unbehandelten Borrelia burgdorferi-
Bakterien und mit ultraschallbehandelten und sterilfiltrierten
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Erregerbestandteilen durchgefiihrt. Erwartungsgemal zeigten
sich bei den unbehandelten (nicht gereinigten) Bb-Bakterien un-
spezifische Reaktionen, d.h. sowohl bei LB-Patienten als auch
bei Gesunden. Bei Verwendung des aufgereinigten Sonikates re-
agierten nur die LB-Patienten im LTT.”

Dermatologen der Universitat Basel untersuchten 99 LB-Patien-
ten und 21 gesunde Probanden mit dem LTT. In der Patienten-
gruppe waren 25 Patienten mit EM, 16 Patienten mit Acroderma-
titis chronica atrophicans (ACA), 13 Patienten mit Lymphozytom
und 45 Patienten mit umschriebener Sklerodermie. Der LTT war
signifikant erhéht bei LB-Patienten mit EM, ACA und Lymphozy-
tom im Vergleich zur Kontrollgruppe. Bei den LB-Patienten mit
umschriebener Sklerodermie waren die LTT-Ergebnisse eben-
falls hoher als bei den Kontrollen, erreichten aber kein Signifi-
kanzniveau.®

An der Universitat Wien zeigten sich bei 80 LB-Patienten positive
LTT-Resultate und hohere Stimulationsindizes als bei 24 parallel
untersuchten Kontrollen. Eine in 6 Fallen durchgefiihrte antibio-
tische Therapie flhrte in allen Féllen zu einem riicklaufigen LTT.
Da der LTT auf das Mitogen Phytohamagglutinin oder Tetanus-
Antigen nicht abfiel, schlossen die Autoren aus, dass der Riick-
gang im Borrelien-LTT lediglich auf eine global verdnderte Reakti-
onsbereitschaft der T-Lymphozyten zuriickzufiihren ist.’

An der Universitat Wiirzburg wurde der LTT bei 55 Patienten mit
gesicherter Lyme Arthritis (LA) und 48 Gesunden durchgefiihrt.
Die Patienten mit LA hatten deutlich hohere LTT-Ergebnisse als
die Gesunden. Die verwendete LTT-Methode zeigte eine Spe-
zifitdt von 78 % bei einer Sensitivitat von 77 %.'° Anzumerken
ist, dass im Unterschied zu allen anderen Studien der LTT nach
antibiotischer Therapie in vielen Féllen nicht abgefallen ist.
Die moglichen methodischen oder medikamentdsen Ursachen
(Substanzklasse des Antibiotikums?) wurden leider nicht dis-
kutiert. Ebenfalls in Wiirzburg wurde der LTT bei 11 Kindern mit
LA und 5 Kontrollen angewendet. Bei den 5 Kontrollpersonen
handelte es sich um Patienten, bei denen die LA behandelt war
und die zum Untersuchungszeitpunkt keine Symptome mehr
zeigten. Bei Patienten mit LA zeigten sich deutlich positivere
Ergebnisse im LTT, auch wenn aufgrund der nur 5 Kontrollen
keine Signifikanz berechnet wurde. Parallele flowzytometrische
Analysen zeigten, dass hauptsachlich CD4-Lymphozyten und
keine B-Lymphozyten im LTT reagierten, was fir eine spezifi-
sche T-Zellstimulation und gegen einen unspezifischen (mito-
genen) Effekt spricht.™

In zwei weiteren Publikationen legen das Institut fir Medizini-
sche Diagnostik Berlin (IMD) und das Medizinische Labor Bre-
men als nach DIN 15189 akkreditierte Labore ihre Validierungs-
daten offen, die an gréReren Kohorten von Patienten mit LB und
Gesunden erhoben wurden. In Bremen wurde die Spezifitdat mit
96,7 % angegeben. Zudem wurde der LTT bei 87 % der antibio-
tisch Behandelten zum zweiten Untersuchungszeitpunkt nega-
tiv. Die Verminderung der Lymphozytenreaktivitat korrelierte zur
Reduktion der klinischen Symptomatik.'? Mit der am IMD Berlin
verwendeten LTT-Methodik zeigten nur 2 der 160 Kontrollproban-
den ein positives Ergebnis, was einer hohen Spezifitdt von 98,7 %
entspricht. Zur Priifung der Sensitivitdt wurden 94 Borreliose-
Patienten vor antibiotischer Behandlung untersucht. 84 waren
positiv im LTT, was einer Sensitivitat von 89,4 % entspricht.
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Nach antibiotischer Therapie zeigten 92 % der Frilhphase-Pati-
enten und 53 % der Patienten aus der Gruppe mit spaten Formen
eine Negativierung ihres LTT, was bestétigt, dass ein positives
LTT-Ergebnis tatsachlich mit der Aktivitat der Erkrankung asso-
ziiert ist.™®
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Abb. 5: Mit zytofluorometrischen Analysen kann heute sicher nachgewiesen wer-
den, ob eine im LTT nachweisbare T-Zellantwort spezifisch oder unspezifisch ist.

Nicht weniger als 10 Publikationen zeigen, dass mit dem LTT eine
Differenzierung zwischen aktiver und ausgeheilter Borreliose
bzw. Gesunden mdglich ist. In 6 dieser Studien wurde der LTT
nach Antibiose wiederholt. Die Stimulationsindizes fielen dabei
in 5 Studien signifikant ab (Ausnahme Huppertz et al. 1996, siehe
oben?). Hinsichtlich der Eignung des LTT zur Differenzierung
zwischen aktiver und ausgeheilter Borreliose kommt lediglich ein
Autor zu einer negativen Beurteilung des LTT. In dieser 1991 pub-
lizierten Studie wurden aber lediglich 12 Patienten mit LB und 12
Gesunde untersucht.’ Der LTT war bei 11 Patienten aber auch
bei 8 Kontrollen auffallig. Auch wenn der LTT bei Patienten mit
LB signifikant héher im Vergleich zu gesunden Kontrollen war,
folgern die Autoren, dass der LTT ,haufig” falsch positiv ist. Das
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ist aber eine Aussage, die angesichts der geringen Probanden-
zahl nicht haltbar ist. Trotzdem wird diese Arbeit heute gern von
Kritikern des LTT zitiert, um die von ihnen postulierte schlechte
Spezifitat des LTT zu belegen. Abgesehen davon, dass die 10 zu
einer positiven Bewertung kommenden Studien unberticksichtigt
bleiben, ist eine so weitreichende Schlussfolgerung bei einer so
geringen Probandenzahl nicht vertretbar.

In Kenntnis der 1991 noch fehlenden Mdglichkeiten der Reini-
gung von Borrelienantigenen bzw. deren rekombinanter Herstel-
lung sind die falsch-positiven Ergebnisse wohl eher in den dama-
ligen methodischen Unzuldnglichkeiten begriindet.

Die Bewertung des LTT in der AWMF-Leitlinie

In der AWMF-S3-Leitlinie ,Neuroborreliose” wird dem LTT wegen
angeblich schlechter Spezifitdat eine diagnostische Bedeutung
abgesprochen. Die dabei zitierten Quellen sind aber nicht die hier
zitierten Studien, sondern lediglich unbegriindete Meinungsau-
Rerungen, bei denen sich die Autoren meist untereinander zitie-
ren, ohne eigene oder fremde Daten zu nennen. Das darf aber
doch nicht die Grundlage dafiir sein, dass der LTT als ,nicht va-
lidiert” in den derzeit gliltigen Leitlinien (LL) zur kutanen Borre-
liose und zur Neuroborreliose abqualifiziert wird, wenn 10 von
11 Studien seine gute Aussagefahigkeit belegen und die Daten
zur Spezifitdt und Sensitivitat der ,in-house“-entwickelten LTTs
in Bremen und Berlin bei tiber 90 % liegen. Eine der Folgen dieser
Fehlbeurteilung ist, dass der LTT seit 2007 nicht mehr von den
gesetzlichen Krankenkassen bezahlt wird, was fiir die betroffe-
nen Patienten eine groRe finanzielle Biirde bedeutet.

Das Gesamtresiimee aller Studien zum LTT ist ohne Zweifel po-
sitiv, obwohl viele zu Zeiten durchgefiihrt wurden, als die Qua-
litat der Testantigene und die Zellkulturbedingungen deutlich
schlechter waren als heute. Die weit (iberwiegende Zahl der
Studien bescheinigt dem LTT eine Wertigkeit in der Diagnostik
sowie bei der Therapiekontrolle, denn bis auf eine Arbeit zei-
gen alle einen Riickgang der Stimulationsindizes nach antibio-
tischer Behandlung. Das ist ein wesentlicher Unterschied zum
Elispot.

Der Elispot ist eine Innovation - aber leider nicht geeignet
zum Nachweis einer aktiven Borreliose

1995 wurde erstmals die damals neue Elispot-Technologie mit
Borrelienantigenen vorgestellt.”® Bis heute sind nach unserer
Kenntnis zum Elispot-Test bei Borreliose 9 Patientenstudien pu-
bliziert, die im Wesentlichen aussagen, dass der Test zwar einen
stattgefundenen Kontakt mit Borrelien, d. h. eine Gedachtniszell-
antwort mit hoher Sensitivitdt nachweist, aber keine Differenzie-
rung zwischen aktiver Borreliose und ausgeheilter Erkrankung
erlaubt. Demzufolge ist er nicht zur Bestatigung einer Behand-
lungsbediirftigkeit oder zur Therapiekontrolle nach Antibiose ge-
eignet. So zeigte sich im Elispot kein signifikanter Unterschied
zwischen Patienten mit Lyme-Borreliose und seropositiven ge-
sunden Personen.’® In einer weiteren Studie waren auch 9 von 17
gesunden seropositiven Patienten positiv im Elispot.’”

In einer 2012 veroffentlichten Studie fand man keinen Unter-
schied beim IFN-y, IL-4 und IL-17 im Elispot zwischen gesunden
seropositiven Kindern, Kindern mit durchgemachter LB und ge-
sunden seronegativen Probanden.'® Eine Gruppe mit aktiver Er-
krankung wurde leider nicht vergleichend untersucht.
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Widhe zeigte mit dem Borrelien-Elispot zwar im Liquor, aber nicht
im Blut von Patienten mit Neuroborreliose signifikant erhdhte
Frequenzen von IFN-y und IL-4 sezernierenden T-Lymphozyten.'®

In einer anderen Studie fand man die hochsten IFN-y-Werte im
Elispot in der Patientengruppe mit Neuroborreliose, konnte aber
zwischen Patienten mit Neuroborreliose und Kontrollpatienten
mit ahnlicher neurologischer Symptomatik bei anderen Diagno-
sen keine signifikanten Unterschiede finden.?® Die Autoren resi-
mieren, dass eine Erhohung der IFN-y-Sekretion auch durch an-
dere proentziindliche Geschehen induziert werden kann.

Der Vergleich der Elispot-Ergebnisse zwischen 27 Patienten
mit Fibromyalgie und 26 gesunden Kontrollen zeigte ebenfalls
keinen Unterschied zwischen den beiden Gruppen, sodass der
Elispot zumindest keinen Beweis fiir einen Zusammenhang zwi-
schen Fibromyalgie und Borrelien-spezifischen T-Lymphozyten
erbringen konnte.?'

In einer danischen Studie zeigten sich beim Elispot keine signi-
fikanten Unterschiede zwischen 14 Patienten mit akuter Neuro-
borreliose und 103 Kontrollen. Der Elispot erreichte hier nur eine
Sensitivitat von 36 % bei einer Spezifitat von 82 %.?

In einer weiteren Studie wurden 18 aktive und 12 behandelte
Neuroborreliose-Patienten, 10 gesunde Personen, die wegen ei-
ner friihen (meist kutanen) Borreliose-Manifestation in der Ver-
gangenheit behandelt worden waren, und 47 gesunde Personen
untersucht. Die Autoren kommen zu dem Ergebnis, dass der Eli-
spot nur Sensitivitdten zwischen 50 % und 66,7 % und Spezifita-
ten zwischen 42 und 59,4 zeigt. Das Reslimee der Studie war,
dass der Elispot nicht in der Lage ist, eine aktive Lyme-Neurobor-
reliose zu diagnostizieren oder den Erfolg einer antibiotischen
Behandlung zu belegen.?®

Dieselbe Forschergruppe verglich die Elispot-Ergebnisse von
145 gesunden Personen mit denen von 33 aktiven und 37 be-
handelten Neuroborreliose-Patienten und 28 gesunden Perso-
nen, die in der Vergangenheit wegen einer Friihmanifestation der
Borreliose behandelt wurden. Die Elispot-Ergebnisse waren zwar
bei Gesunden signifikant niedriger, unterschieden sich aber nicht
zwischen aktiven und behandelten Neuroborreliose-Patienten
sowie Gesunden, die in der Vergangenheit wegen Borreliose be-
handelt wurden. Das Reslimee war, dass man mit dem Elispot
zwar einen stattgefundenen Borrelienkontakt nachweisen kann,
dieser Test aber nicht geeignet ist, eine aktive Neuroborreliose
zu erkennen.?*

Warum wird der LTT unter Therapie negativ?

Wie erklart sich, dass der Elispot auch bei erfolgreich behan-
delter ausgeheilter Borreliose positiv bleibt, der LTT aber unter
die Nachweisgrenze féllt. Diese Frage ist nicht abschlieBend zu
beantworten. Eine Erklarung ist, dass die beim Elispot gemesse-
nen Zytokine IL-2 und IFN-y in der Aktivierungskaskade von spe-
zifischen T-Zellen viel friiher und durch deutlich weniger Reize
stimulierbar sind, als die finale Zellteilung, die beim LTT erfasst
wird. Das erklart, warum der LTT schwache (falsch positive) T-
Zellaktivierungen ,verzeiht* und sie in der Entwicklungsphase
der 5-tagigen Zellkultur wieder negativ werden lasst. Eine andere
Erklarung ist, dass IFN-y nicht nur durch Borrelien-spezifische
Effektor-T-Zellen sezerniert wird, sondern auch durch Nattrliche
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Killerzellen und in geringer Menge durch CD4-Gedéachtniszellen,
die auch Jahre nach Therapie noch vorhanden sind. Da NK-Zellen
und auch die CD4-Gedachtniszellen zwar Zytokine sezernieren,
die Zellen in vitro aber kaum proliferieren, konnte dies erklaren,
warum der LTT unter Therapie negativ wird, der Elispot aber in
allen publizierten Studien positiv bleibt.

Ist der Elispot mit zusatzlichem IL-2-Nachweis

eine Verbesserung?

Zu dieser Frage gibt es fiir Borrelien noch keine publizierten Da-
ten. Aus unserer Sicht kann die zusétzliche Erfassung von IL-2
allenfalls die Sensitivitat hinsichtlich des Nachweises einer Ge-
déachtniszellreaktion erhohen, weil IL-2 nicht nur von Effektor-
zellen sondern auch von aktivierten Gedachtniszellen freigesetzt
wird. Diese Erhéhung der Sensitivitat ist sinnvoll beim Elispot auf
Tuberkulose-Mykobakterien, weil man hier mit maximaler Sensi-
tivitat auch die alte, latente Infektion erkennen moéchte. Bei chro-
nischer Borreliose, wo die zelluldre Diagnostik aber die aktuelle
Aktivitat widerspiegeln soll, ergibt sich kein Vorteil. Es gibt also
aktuell keine Hinweise dafiir, dass das IL-2 zur Differenzierung
zwischen Gedéachtniszellantwort und Effektorzellantwort bei-
tragt, also zur Klarung der Frage, ob eine behandlungsbediirftige
aktive Infektion vorliegt oder nicht.

Wie ist der Elispot bei anderen Bakterien

und Viren einzuschatzen?

Die Elispot-Technologie ist eine vielversprechende Methode,
wenn man mit hoher Sensitivitdt Geddchtniszellen im Blut nach-
weisen mdchte, egal ob die Erkrankung zum Untersuchungszeit-
punkt aktiv ist oder nicht. Aus diesem Grund ist der Elispot aus
der Diagnostik der latenten Tuberkulose nicht mehr wegzuden-
ken. Eine mdgliche Anwendung konnte auch der Nachweis von
Reaktivierungen von Herpesvirus-Infektionen oder von Epstein-
Barr-Virus- und Cytomegalievirus-Infektionen sein. Hierbei han-
delt es sich um obligat persistierende Viren, d.h. das Immun-
system des Organismus muss diese Viren lebenslang nach
Priméarinfektion kontrollieren. Die Hoffnung liegt darin, dass tber
ein breites Spektrum an T-Zellzytokinen einschlieRlich IL-2, IL-4,
IL-23 oder IL-17 und deren quantitativen Relationen zueinander
auf die Virus-spezifische Immunitéat und das Aktivitatsstadium
geschlossen werden kann. Auch in der Allergiediagnostik kénnte
der Elispot an Bedeutung gewinnen, z.B. bei Allergien auf Me-
dikamente oder seltene Berufsallergene. Entsprechende Studien
laufen derzeit am IMD Berlin.

Zusammenfassung

Es ist Konsens nahezu aller Studien, dass fiir die Diagnose der
Borreliose die Anamnese und die Klinik das Primat haben. An
zweiter Stelle steht die Bestimmung borrelienspezifischer Anti-
korper im Blut bzw. bei Verdacht auf Neuroborreliose im Liquor,
wobei ein fehlender Antikorpertiter eine Borreliose nicht aus-
schlieBen kann. Bei klinisch unklaren Fallen einer chronischen
Borreliose steht mit dem Borrelien-LTT eine Methode zur Verfii-
gung, die zur Klarung hinsichtlich Krankheitsaktivitat, Behand-
lungsindikation und Therapieerfolg beitragt. Auch wenn neuere
Patientenstudien wiinschenswert waren, ist die vorliegende
wissenschaftliche Literatur ausreichend, um den LTT auf Bor-
relienantigene als Baustein in der Diagnostik der aktiven Borre-
liose zu rechtfertigen.
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Der Elispot ist geeignet, eine zuriickliegende Infektion nachzu- den Grenzen des Elispots sollte in den Befunden der Labore
weisen. Eine gewisse Aussage ist damit auch in der Borreliose-  klarer zum Ausdruck kommen, um unnétige lange Antibiotika-

diagnostik zu treffen, z.B. um die Frage zu beantworten, ob eine
Reaktivierung prinzipiell moglich ware. Er kann aber nicht dazu
dienen, die Indikation fiir eine antibiotische Therapie zu stellen,
da im Elispot nicht zwischen aktiver und ausgeheilter Borreliose
unterschieden werden kann. Keinesfalls sollte aus einem nach
Therapie fortbestehend positiven Elispot darauf geschlossen
werden, dass weiterhin Aktivitat besteht und weiter antibiotisch
therapiert werden muss. Diese studiengesicherte Datenlage zu

therapien zu vermeiden.
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