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Klinische Diagnostik

Borrelia burgdorferi

VISE — ein Meilenstein der Diagnostik?

Borrelieninfektionen stellen nach wie vor
eine groRe Herausforderung fiir die
Labordiagnostik dar. In der Friih-
phase der Infektionen sind Anti-
korper haufig nicht nachweisbar.
Andererseits sind bei Personen
aus Endemiegebieten nicht
selten spezifische Antikorper
gegen Borrelien nachweisbar,
ohne dass eine akute Infektion
mit entsprechenden klinischen
Symptomen vorliegt. Aus die-
sen Griinden kann momentan
die serologische Labordiagnostik
nur unterstiitzend zur Befundung
beitragen. Der Befund einer Lyme-
Borreliose ist letztendlich immer klinisch
zu erstellen.

Wegen dieser Problematik sind Forscher
weltweit auf der Suche nach neuen Mar-
kern flir eine Verbesserung der Diagnostik.
Ein in den letzten Jahren sehr stark disku-
tierter Marker ist das VISE (variable major
protein-like sequence, expressed). Hierbei
handelt es sich um einen rekombi-nant
hergestellten Teil eines Oberflachenprote-
ins von Borrelia burgdorferi. Der nach
AuBen weisende Teil des nativen Proteins
ist hoch variabel. Er dndert sich standig
und wird von den Borrelien benutzt, um
sich dem Immunsystem des Wirtes zu
entziehen. Ein solches Protein ist zundchst
fur eine Diagnostik, die auf konservierten,
bei mdglichst vielen Borrelien identisch
vorhandenen Antigenen beruht, unin-
teressant.

Dann hat man aber festgestellt, dass
der Teil, mit dem das Protein in der
Membran verankert ist, sehr konserviert
ist. Nach AuRen hin wird der konser-
vierte Bereich von den variablen Berei-
chen Uberlagert und so dem Zugriff des
Immunsystems entzogen. Erst nachdem
antigenprasentierende Zellen im Verlauf
der Immunantwort Borrelien abgebaut
und die konservierten Bereiche des VIsE
an ihrer Oberflache

RIDASCREEN®
(Vollantigen)

lgG-positive Seren

Serum 1 positiv
Serum 2 positiv
Serum 3 positiv
Serum 4 positiv
Serum 5 positiv
Serum 6 positiv
Serum 7-32 positiv
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prasentiert haben, ist es dem Immun-
system maoglich, hiergegen Antikorper
zu bilden.

Dies wiirde theoretisch aber bedeuten,
dass das VISE fiir die Diagnostik in der
frihen Phase der Immunantwort keinen
Beitrag zur Verbesserung der Sensitivitat
eines Screening-ELISA leistet. Im Gegen-
teil: Ein ELISA, der nur auf VISE basiert,
sollte weniger sensitiv sein, da flr die Dia-
gnostik wichtige andere Antigene fehlen.
In der Spatphase der Immunantwort
wiederum werden in einem ELISA auf
Vollantigen-Basis so viele verschiedene
Antikorper erkannt, dass zusatzliches,
rekombinant hergestelltes VISE in der
Plattenbeschichtung keinen Effekt haben
sollte.

Aus diesem Grund haben wir in einer inter-
nen Studie den RIDASCREEN® Borrelia IgG
EIA (Vollantigen PKo-Stamm) mit zwei
kommerziell erhaltlichen 1gG-ELISA vergli-
chen. Der eine ELISA basierte auf Vollanti-
gen mit zusatzlich rekombinantem VIsE.
Bei dem anderen ELISA waren die Platten
nur mit VIsE beschichtet. Den Gebrauchs-
informationen war nicht zu entnehmen,
von welchen Spezies das Antigen stammte.
Untersucht wurden 80 Serumproben. Die
meisten dieser Proben waren mit der Fra-
gestellung ,Borreliose” an Laboratorien
eingesendet worden. Nach Abschluss der
Diagnostik haben uns die Laboratorien die
Proben freundlicherweise zur Verfligung
gestellt. Erganzt wurden die Proben um
eine Anzahl von Blutspendeseren.

Jedes Serum, das in einem der ELISA posi-
tiv reagierte, wurde mittels Westernblot
abgeklart. Zum Einsatz kamen ein Blot auf
der Basis von Vollantigen (PKo-Stamm)
und ein Blot mit rekombinantem Antigen.
Als eindeutig positiv wurde ein Serum
eingestuft, wenn es in beiden Blots positiv
bewertet wurde. Nach Westernblot-Ana-
lyse waren 32 der 80 Seren eindeutig IgG-
positiv. Positive ELISA-Ergebnisse, die im
Westernblot nicht eindeutig bestatigt
wurden, gab es bei vier Seren.

ELISA A ELISA B
(Vollantigen + VIsE) (VISE)
negativ positiv
negativ negativ
negativ negativ
positiv negativ
positiv negativ
negativ negativ
positiv positiv
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Von den 32 eindeutig positiven Seren
waren nur 26 in allen drei ELISA positiv.

Es gab kein Serum, das in einem der VIsE-
Tests positiv und im RIDASCREEN® EIA ne-
gativ reagierte. Finf der sechs diskrepan-
ten Seren waren zudem im IgM-Nachweis
positiv (ELISA + WB). Diese Seren zeigten
im 1gG-Blot eine geringere Bandenzahl,
was auf eine friihe Phase der Immun-
antwort hindeutet.

Die Ergebnisse zeigen, dass in einem
ELISA die Verwendung von VISE nicht
zwangslaufig zu einer Verbesserung der
Sensitivitat flhrt. Fir einen Screening-

Test ist es wichtig, eine moglichst grofle
Vielfalt an friihen Epitopen zu enthalten.
Hierdurch ist die fiir das Screening not-
wendige Sensitivitat gewahrleistet.
Darilber hinaus ist fir die Qualitat eines
ELISA die Abstimmung des Gesamtsys-
tems entscheidend (Auswahl des Anti-
gens, Qualitat der Plattenbeschichtung,
spezifische Aktivitat des Konjugates,
Cut off-Einstellung). Ist diese richtig
gewahlt, spielt unter einer Vielzahl von
Antigenen ein Protein mehr, das zudem
in der Immunantwort erst relativ spat
zum tragen kommt, keine entscheiden-
de Rolle.

RIDASCREEN® Norovirus ELISA

geht ins dritte Jahr!

Unsere nun mehr als zwei-jahrige inten-
sive Auseinandersetzung mit der Noro-
virus-Diagnostik und die dadurch erwor-
bene Erfahrung seit der Neueinfiihrung
des RIDASCREEN® Norovirus ELISA im
Februar 2003, hat zu einem besseren
Verstandnis der Diagnostik dieses Er-
regers geflihrt. Seit April 2004 ist der
RIDASCREEN® Norovirus ELISA der
zweiten Generation von R-Biopharm
erfolgreich im Markt platziert.

Auch ist das Bewusstsein flir diesen mel-

depflichtigen Erreger im Winter 2004/05,
durch die Zahl der Ubermittelten Infekte
Mitte Dezember 2004 laut dem Robert-

Koch-Institut (RKI) stark angestiegen.

Diese Haufung beruht auf eine neu zirku-
lierende Virusvariante innerhalb der
Genogruppe Il namens Jam(boore)-I1/4.
Diese wurde erstmals im Sommer 2004
in den Niederlanden nachgewiesen und
zunachst nicht weiter verfolgt.

Norovirus-Infektionen - erste Berichte von

Todesfallen in Japan!

Aber nicht nur hier in Deutschland
oder in Europa, sondern vor allem
auch in Japan sind Norovirus-
Infektionen ins offentliche Inter-
esse geriickt. Die ,Japan Ti-
mes” berichtete am 28. De-
zember 2004 erstmals von
mehreren Todesfallen, die
auf eine Infektion mit diesem
Erreger zurtickzufiihren wa-
ren. In insgesamt acht Féllen
mehrerer Ausbriiche in ver-
schiedenen Altenpflegeheimen
in Hokkaido, Fukujama, Hiroshima
(7 Todesfélle) und in Kanagawa
(1 Todesfall) kamen Bewohner dieser
Altenpflegeheime ums Leben.

Das zeigt wie ernst eine Infektion mit die-
sem Erreger sein kann! Nicht umsonst weist
das RKI intensiv darauf hin, das beim ers-

ten Hinweis auf eine Norovirus-Infektion —
ohne mikrobiologische Ergebnisse abzu-
warten — Mallnahmen zur Verhiitung wei-
terer Infektionen einzuleiten sind.

Die zu ergreifenden praventive
HygienemalRnahmen:

¢ |solierung der Patienten (mit eigenem
WC) wobei sie und ihr Besuch in die
Handedesinfektion mit einem viruswirk-
samen Antiseptikum unterwiesen wer-
den missen

e Bei der Pflege und Betreuung der Pati-
enten sind Einweghandschuhe und
Schutzkittel zu tragen

e Tagliche Reinigung mit Desinfektions-
mittel von Oberflachen inklusive Tirgrif-
fen, mit denen Patienten in Berlihrung
kommen

¢ Desinfektion und Beseitigung von Erbro-
chenem und kontaminierten Sachen nur
mit angelegten Mund-Nasen-Schutz

e Transport von Bett- und Leibwasche
nur in einem geschlossenen Sack

e Die Wasche mit einer Temperatur
von mehr als 60°C waschen

Fir weitere Informationen und bei
Fragen beziiglich der Norovirus-
Diagnostik steht Ihnen unser Projekt-
manager Herr Dr. Georgios Kiourkenidis
unter folgender Telefonnummer sehr
gerne zur Verfligung (06151) 8102-96
oder Sie nehmen per E-Mail
(g.kiourkenidis@r-biopharm.de)
Kontakt auf.




Anmerkungen zum besseren Verstandnis
der VTEC/ EHEC-Diagnostik in Stuhl

Spatestens seit Inkrafttreten des neuen
Infektionsschutzgesetztes im Jahre 1999,
in dem EHEC-Infektionen als meldepflich-
tige Infektionskrankheiten eingestuft wur-
den, hat die EHEC-Routinediagnostik eine
besondere Bedeutung erlangt. Im Routi-
nelabor findet das Screening der Veroto-
xin-verdachtigen Stuhlproben statt, d.h.
hier wird die Ja / Nein-Aussage getroffen,
die darlber entscheidet, welche thera-
peutischen MaRnahmen am Patienten
eingeleitet werden, und ob der weitere
Untersuchungsgang der Probe fort-
gesetzt wird.

Die hochste Prioritat fiir den ELISA als
Screeningverfahren mul} also die maxi-
male Sensitivitat sein, d.h. die Vermei-
dung falsch-negativer Ergebnisse. Fiir die
Sensitivitat ist der Anreicherungsschritt
der Probe entscheidend. Durch die Art
des Mediums und durch die Anreiche-
rungsbedingungen wird die ins Medium
exprimierte Menge des Verotoxins ent-
scheidend beeinflut. Die optimale In-
duktion der Toxinbildung ist fir die Sensi-
tivitatssteigerung unerldsslich, fiihrt ande-
rerseits aber auch zu einer Steigerung
der Abtotungsrate vermehrungsfahiger
VTEC/EHEC-Bakterien in der Mitomycin
C-haltigen Anreicherungsbouillon. Denn
die Freisetzung von Verotoxin geht immer
einher mit der Lyse der induzierten Bak-
terienzellen.

Bedenkt man ferner, dass in einer zu
untersuchenden Stuhlprobe die anzurei-
chernden VTEC/EHEC-Bakterien in einem
Verhaltnis zu der sonstigen coliformen
Flora von 1:200-300 vorliegen, dann wird
sehr schnell klar, dass mit der Anreiche-
rung bei gleichzeitiger durch die Toxin-
freisetzung bedingten Lysis der Zellen der
Anteil der gesuchten und noch vermeh-
rungsfahigen Erreger drastisch abnimmt
und dadurch fir weitere Kultivierungsver-
fahren letztendlich verloren sein kann.

Dies fuhrt in der Praxis dazu, dass ein rich-
tig positives Verotoxinergenbis im ersten
ELISA-Screening in der Folge keine Bestati-
gung findet beim Versuch einer erneuten
Erregeranreicherung aus dem Sediment
der Erstanreicherung, sei es in TSB fir eine
erneute ELISA-Testung oder auf Enteroha-
molysinagar fir eine anschlieBende PCR-
Bestimmung. Allzu zu voreilig spricht man
dann von einem falsch-positiven ELISA-
Ergebnis ohne an die zugrunde liegende
Biologie der Erreger und die Bedingungen
unter denen Verotoxinbildung stattfindet,
zu denken.

Auf die moglichen technischen Fehler bei
der ELISA-Durchfiihrung, die berwiegend
zu echt falsch-positiven ELISA-Ergebnissen
flihren, soll an dieser Stelle nicht naher
eingegangen werden, zumal diese nach
einem griindlichen Troubleshooting in
den meisten Labors komplett vermeidbar
werden. Ein ausfiihrlicher Troubleshoo-

ting-Guide kann bei R-Biopharm angefor-
dert oder auf der Homepage eingesehen
werden. In nur ganz wenigen Ausnahme-
fallen ist die Spezifitat (,unspezifische
Klebrigkeit” der eingesetzten Probe) der
im ELISA verwendeten Antikorper Ursache
fur falsch-positive Resultate. Die Hauptur-
sache liegt in der bereits angesprochenen
Biologie der Erreger. Angefangen von den
gewdhlten Anreicherungsbedingungen
Uber die Transportbedingungen (Dauer,
Temperatur), unter denen die Keime aus
dem Sediment der Anreicherungskultur
zur Bestdatigung versendet werden, bis hin
zu den verwendeten Transportmedien,
deren Konsistenz mit beeinflusst, wie viel
Keime bei der Entnahme des Tupfers im
Medium abgestreift werden und somit fir
die nachfolgend angestrebte Weiterver-
mehrung verloren sind.

Wie stark dieser Verlust an vermehrungs-
fahigen VTEC/EHEC-Bakterien von einer
Anreicherungspassage zur nachsten ist,
konnte eindrucksvoll im Bundesinstitut fir
Risikobewertung (BfR) in Dessau gezeigt
werden (Daten unveroéffentlicht).

Dort wurde in einer in house-Simulation,
d.h. zusatzliche Transportwege und damit
verbundene Transporttemperaturen wa-
ren dabei ausgeklammert, gezeigt, dass
der Anteil vermehrungsfahiger und zur
weiteren Verotoxinbildung befahigter
Keime nach einer Erstanreicherung in
mTSB mit Mitomycin C (Primarkultur)
bei einer erneuten Uberimpfung ins glei-
che Medium und Anreicherung fiir 18 h
um 13 % und bei Uberimpfung auf Ente-
rohamolysin-Agar und Bebritung fir 18 h
gar schon um 23 % abnahm. Wurde die
gleiche Primarkultur als Sedimenttupfer
aus einem Transportmedium auf derarti-
ge Weise Uberimpft , so wie es der vom
Referenzzentrum des Robert Koch-Institu-
tes (RKI) vorgeschlagene offizielle Stufen-
plan fiir den Versand positiv vorgescreen-
ter Proben vorsieht, und dann nach erneu-
ter Kultivierung fir 18 h in mTSB mit Mi-
tomycin C bzw. auf Enterohdmolysinagar
im ELISA und in der PCR getestet, lag der
Verlust von Verotoxin-bildenden Keimen
im ELISA bei 22 % und in der PCR gar

bei 48 %.

Damit konnte also klar gezeigt werden,
dal es bei einem erheblichen Anteil der
Stihle durch die zwischengeschalteten
Passagen (Anreicherungskultur, Transport-
medium, Enterohdamolysinplatte) zu einer
verdnderten biologischen Situation im
Material kommen kann und die nach-
geschaltete PCR aber auch der ELISA
dadurch in der Folge negativ ausfallen
konnen, obwohl der Originalbefund aus
der Erstanreicherung richtig positiv ist.

In einem von der R-Biopharm AG ange-
regten Feldversuch mit den beiden Insti-
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Tab. 1: Ubereinstimmung von Screening-ELISA zum Verotoxinnachweis

RIDASCREEN
Untersuchte Proben 112
davon falsch positiv 7
davon falsch negativ 1
Abweichung (%) 71

Premier Prospect
89 101
7 5
0 3
7,9 7,8

Als falsch-positiv bzw. falsch negativ galt ein ELISA, wenn er allein diskrepant zu den anderen
ELISA-Ergebnissen (Darmstadt, Wernigerode, Dessau) war und/oder zu der Bestdtigung

mittels PCR (Wernigerode, Dessau)

tuten und bundesweit verteilten Routine-
labors sollte diese Labor-Simulation auf
ihre Aussagekraft Uberprift werden.

Hierzu wurden routinemassig in den
Labors im ELISA vorgescreente Proben als
Sedimenttupfer ins RKI zur Bestatigung
gesandt und von dort nach Bearbeitung
weiter ins BfR. Parallel dazu wurde eine
Original-Stuhlprobe zur R-Biopharm AG
gesandt, um dort mittels dreier kommer-
zieller ELISA Uberprift zu werden.

Insgesamt verlief dieser Feldversuch etwas
enttauschend, da von insgesamt 117 ins
RKI gesandten Proben nur 81 weiter ins
BfR geleitet wurden. Von den Stuhlproben
direkt kamen andererseits auch nur 91

in der R-biopharm AG an.

Nur 58 Proben erreichten dabei alle
drei Bestatigungsstellen.

Davon hatten 39 einen ELISA-Wert von
> 0,5 im Primadrscreening, die restlichen
19 lagen zum Teil deutlich darunter

(5 x unter 0,2 ).

Im RKI bestétigten sich von den 39 Proben
28 in der PCR (- 28 %) und 30 (- 23 %)

im ELISA, im BfR bestétigten sich 22 in
der PCR (- 44 %) und nur noch 20 (- 49 %)
im ELISA, in der R-Biopharm waren noch
24 (- 38 %) im ELISA positiv.

Im Feldversuch bestétigten sich also

die Simulationsergebnisse des BfR in ver-
starktem MaRe, da erwartungsgemass
zusatzlich noch Transport- und Lagerbe-
dingungen die Vermehrungs- und Toxin-
bildungsfahigkeit negativ beeinflussten.

Ob ein Stuhltupfer direkt gegeniber
einem Sedimenttupfer, nach Anreiche-
rung im Transportmedium versendet,
Vorteile hinsichtlich der Uberlebensfahig-
keit der Keime hat, wurde an 21 Proben
separat mitgetestet. Hierbei zeigte sich
tendenziell ein leichter Vorteil fir den

R-Biopharm""s herausgegeben von

R-Biopharm AG
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Stuhltupfer sowohl fiir die PCR als auch
den ELISA. Dies bestdtigt, dass die Keime
durchaus wahrend der Erstanreicherung
eine Beeintrdachtigung ihrer weiteren Ver-
mehrunsfahigkeit erfahren. Die Untersu-
chungszahl von 21 getesteten Proben ist
jedoch zu klein, um dieses Ergebnis als
signifikant zu bewerten.

Ein flr die normale Routine jedoch weit-
aus interessanterer und fur das ELISA-
Screening wichtigerer Aspekt war es,

zu sehen, inwieweit einer der drei kom-
merziellen ELISA alleinstehend ein
abweichendes Ergebnis zu den beiden
anderen ELISA und / oder zu den Besta-
tigungsstellen im RKI und BfR (PCR und
ELISA wurden durchgefiihrt) im Nachweis
von Verotoxin zeigte. Diese Ergebnisse
sind in der Tabelle 1 dargestellt.

Zusammenfassend bleibt festzuhalten,
dass die kommerziellen ELISA auf einer
Augenhohe liegen und die damit erziel-
ten Ergebnisse im Rahmen der zu erwar-
tenden Sensitivitdt und Spezifitat zuver-
lassige Ergebnisse liefern, wenn sie sorg-
faltig durchgefiihrt und die Anweisungen
in den Anleitungen genau beachtet wer-
den. Die gelegentlich gedusserten Aussa-
gen zu falsch-positiven ELISA-Ergebnissen
sind bei genauer Betrachtung und Analyse
grundsatzlich nicht haltbar und in nur
ganz wenigen Ausnahmefallen berechtigt.

Denn ein in der PCR nichtbestatigtes
primares ELISA-Ergebnis ist kein Defizit
der ELISA-Spezifitdt, sondern liegt einer-
seits im wesentlichen in der Biologie der
Erreger begriindet, und andererseits wohl
auch noch zu einem minimalen Teil im
Versagen der sich anschlieRenden Besta-
tigungsmethoden.

Insofern kann der ELISA als geeignete
effiziente und verldssliche Methode zum
Nachweis von Verotoxin in Stuhlproben
bezeichnet werden.

r-biopharm
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