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Programm der Jahrestagung 2010 in Bad Herrenalb
Lyme-Borreliose, Koinfektionen, Multisystemerkrankungen

Freitag, 28.05.2010 (Labordiagnostik)

10:00 Einlass und Registrierung

11:00 BegriRRung
Prof. Dr. Hartmut Prautzsch

Sitzungsleitung: Prof. Dr. von Baehr

11:10 Rein in die Zecke - raus aus der Zecke:
Das komplexe Zusammenspiel von Borre-
lia burgdorferi mit ihrem Vektor und Be-
merkungen zur mikrobiologischen Diag-
nostik und Therapie der Lyme-Borreliose.
Dr. Volker Fingerle

12:30 Miittagessen

14:00 Vergleich Borrelia-ELISA unterschiedlicher
Testhersteller mit
Immunoblot: Hochspezifische, aber nied-
rig-sensitive Testverfahren
Dr. Armin Schwarzbach, Dr. Volker Heisig

14:30 ,Pathophysiologie von Multisystem-

erkrankungen” Workshop Teil 1

Dr. Kurt E. Mdller

15:15 Kaffeepause

16:00 ,Pathophysiologie von Multisystem-
erkrankungen” Workshop Teil 2
Dr. Kurt E. Mdller

17:30 Miitgliederversammlung Teil 1

(Berichte und Vorstandswahl)

Samstag, 29.05.2010

9:00 Improvisationen am Flligel von
Martin Seith-B6hm
und Preisverleihung

Sitzungsleitung: Dr. Mller
9:30 Focus Floating Microscopy und neue As-
pekte kutaner Borreliosen
PD Dr. Dr. Klaus Eisendle

10:30 Kaffeepause

Sitzungsleitung: PD Dr. Nolte

11:15 Borrelia burgdorferi: In vitro Empfindlich-
keit, Resistenzmechanismen & therapeu-
tische Optionen
Prof. Dr. Klaus-Peter Hunfeld

12:30 Miittagessen

Sitzungsleitung: Prof. Dr. von Baehr

14:00 Der Keim Borrelia burgdorferi und die
Flucht vor dem Immunsystem
Dr. Norbert Satz

15:00 Kaffeepause

15:45 Ein Fall von Motoneuronenerkrankung
mit Bulbarparalyse oder ?
Dr. Petra Hopf-Seidel

16:30 Miitgliederversammlung Teil 2

Sonntag, 30.05.2010 (Koinfektionen)

Sitzungsleitung: PD Dr. Berghoff

9:00 Durch Zecken iibertragene virale Infekti-
onskrankheiten unter besonderer Be-
riicksichtigung der Friihsommer-
Meningoenzephalitis (FSME)
Prof. Dr. Jochen Siiss

10:00 Kaffeepause

10:45 Broad-range PCR/Massenspektrometrie
(IBIS T5000) Assay zum Screening von Ze-
cken auf Infektionserreger

PD Dr. Oliver Nolte und Mitarbeiter

11:15 Chlamydophila pneumoniae und
Chlamydia trachomatis als Co-Infektionen
der Lyme-Borreliose

Dr. Volker Heisig, Dr. C. Nicolaus,

Dr. A. Schwarzbach

11:50 Zielwertfindung und Standards in der
Borrelien-Serologie
Uta Everth

12:15 Schlufwort



Referenten

PD Dr. rer. nat. Dr. med. Klaus Eisendle
Facharzt fiir Haut- und Geschlechtskrankheiten
Universitatsklinik fir Dermatologie

und Venerologie, Insbruck

Ute Everth
Arztin, Holzgerlingen

Dr. med. Volker Fingerle

FA fiir Mikrobiologie und Infektionsepidemiologie
Nationales Referenzzentrum fiir Borrelien,
Oberschleifheim

Dr. med. Volker Heisig
FA fir Laboratoriumsmedizin, Bad Segeberg

Dr. med. Petra Hopf-Seidel

FA fiir Neurologie und Psychiatrie,

FA fiir Allgemeinmedizin, Ansbach

Verfasserin des Buchs: Krank nach Zeckenstick —
Borreliose erkennen und wirksam behandeln

Dr. med. Volker Heisig
Facharzt fiir Laboratoriumsmedizin
Bad Segeberg

Prof. Dr. med. Klaus-Peter Hunfeld

FA fiir Laboratoriumsmedizin
Nordwest-Krankenhaus Frankfurt
Ringversuchsleiter fiir die Infektionsserologie

und Mitglied im Vorstand der

Gesellschaft zur Forderung der Qualitatssicherung
in medizinischen Laboratorien e.V.

Dr. med. Kurt E. Miiller

FA fir Haut- und Geschlechtskrankheiten
Kempten

Mitglied im Vorstand der

Deutschen Borreliose-Gesellschaft

PD Dr. sc. hum. Oliver Nolte

Leiter der Molekularbiologie

und Medizinischen Mikrobiologie
Medizinisches Labor Dr. Brunner, Konstanz

Dr. med. Norbert Satz

FA fur Innere Medizin FMH, Zirich
Spezialisierung fur Zeckenerkrankungen:
Zahlreiche wissenschaftliche Publikationen in
internationalen medizinischen Fachzeitschriften
Verfasser des Referenzwerks:

Klinik der Lyme-Borreliose

Dr. med. Armin Schwarzbach

FA fiir Laboratoriumsmedizin, Augsburg

Chairman des

Committee on Laboratory Testing der Internation-
al Lyme and Associated Diseases Society (ILADS)

Prof. Dr. rer. nat. Jochen Siiss
Fachbiologe in der Medizin

Leiter des Nationalen Referenzlabors

flr durch Zecken Ubertragene Krankheiten
am Friedrich-Loeffler Institut, Jena

Leitung und Organisation

Prof. Dr. med. Riidiger von Baehr

FA fir Innere Medizin

Institut fr medizinische Diagnostik, Berlin
Zweiter Vorsitzender der

Deutschen Borreliose-Gesellschaft
prof.vbaehr@imd-berlin.de

Prof. Dr. rer. nat. Hartmut Prautzsch
Vorsitzender der

Deutschen Borreliose-Gesellschaft
Karlsruher Institut fiir Technologie (KIT)
prautzsch@borreliose-gesellschaft.de



Vortragszusammenfassung

Rein in die Zecke — Raus aus der Zecke: Das komplexe Zusammenspiel von
Borrelia burgdorferi mit ihrem Vektor und Bemerkungen zur mikrobiologi-
schen Diagnostik und Therapie der Lyme-Borreliose

Dr. med. Volker Fingerle
Nationales Referenzzentrum fir Borrelien, Miinchen

Aufnahme, Beherbergung und Ubertragung von Borrelia burgdorferi durch Schildze-
cken ist das Ergebnis eines komplexen, genau abgestimmten Zusammenspiels ver-
schiedenster Faktoren, das sich im Verlauf der Vektor-Pathogen-Evolution entwickelt
hat und mdglicherweise sogar Vorteile fir beide Seiten beinhaltet. Z. B. sekretiert der
Holzbock immunsuppressive, gerinnungshemmende und gewebeauflésende Substan-
zen zur Herstellung eines Nahrungspools, der wiederum eine hervorragende Grundlage
fur die Borrelien bietet, um sich — zumindest partiell geschitzt vor dem Immunsystem
— im Wirt zu vermehren und so eine ausreichende Infektionsdosis zu erreichen. Auch
werden einzelne Substanzen, die sowohl Vorteile flir die Borrelien als auch flr die Ze-
cken beinhalten, in der borrelieninfizierten Zecke vermehrt produziert. Diese komple-
xen Interaktionen lassen darauf schlieBen, dass stechende Insekten als spezifische
Vektoren nicht in Frage kommen.

Die mikrobiologische Diagnostik der Lyme-Borreliose ist auf Grund der genetischen und
antigenetischen Heterogenitat der wenigstens 5 in Europa heimischen humanpathoge-
nen Borrelia burgdorferi Genospezies komplex. Dargestellt werden die in Leitlinien
empfohlenen Vorgehensweisen — Antikérperdiagnostik, Anzucht und molekulargeneti-
scher Nachweis — sowie die empfohlenen therapeutischen Vorgehensweisen.



Vortragszusammenfassung

Vergleich Borrelia-ELISA unterschiedlicher Testhersteller mit Immunoblot:
Hochspezifische, aber niedrig-sensitive Testverfahren

Dr. med. Armin Schwarzbach, Laborfacharzt
Borreliose Centrum Augsburg

in Zusammenarbeit mit Dr. med. Volker Heisig, Facharzt fiir Laboratoriumsmedizin
Medizinisches Labor, Bad Segeberg

Aktuell werden vom Robert-Koch-Institut und von den Kassenarztlichen Vereinigungen
eine Stufendiagnostik der Borrelien-Antikérper zunachst mittels ELISA und nur im po-
sitiven oder grenzwertigen Reaktionsausfall des ELISA ein Bestdtigungstest mittels
Immunglobulinklassen-spezifischer Immunoblot-Verfahren erlaubt. Kritisch betrachtet
werden muss in diesem Zusammenhang, dass es bislang fir die Testhersteller noch
keine verbindlichen Vorgaben des Nationalen Referenzzentrums fiir Borrelien (NRZ)
gibt, welche spezifischen Borrelien-Antigene in den Testsystemen zu verwenden sind.
Zudem kann eine friihzeitige Antibiose einer Borrelien-Infektion die Entwicklung von
Borrelien-spezifischen Antikérpern unterdriicken bzw. es werden in der Folge nur
Borrelia-IgM-Antikdrper entwickelt. Grundsatzlich kann ein negativer serologischer
Befund eine chronisch-persistierende Borrelien-Infektion nicht hinreichend ausschlies-
sen.

In unserer Studie wurden 50 Patienten mit einer chronischen Borrelien-Infektion mit
neurologischen und/oder muskuloskelettalen Symptomenkomplexen im Hinblick auf
vorhandene Borrelien-IgM- und/oder IgG-Antikérper untersucht. Wir verwendeten
kommerziell verfligbare Labortestsysteme fiir den Antikérper-Nachweis von Borrelia
burgdorferi mittels IgG/IgM-Immmunoblot der Fa. Euroimmun und mittels IgG/IgM-
ELISA der Fa. Euroimmun, Fa. Diasorin, Fa. Aesku.Diagnostics sowie den Antikdrper-
Nachweis mittels Multianalyttechnik der Fa. Virion Serion.

Die Spezifitdt samtlicher eingesetzter Testverfahren lag bei Gber 92 %. Die Sensitivitat
des Immunoblot der Fa. Euroimmun ergab einen Wert von 60 %. Die Sensitivitat der
Multianalyttechnik lag bei 44 % und die Sensitivitatswerte der ELISA-Techniken der je-
weiligen Testhersteller in Bereichen von 32 % bis 42 %. Einen negativen ELISA bei
positivem Immunoblot hatten 4 % bis 14 % der chronisch Borreliose-Kranken, einen
negativen ELISA mit grenzwertigem Immunoblot 12 % bis 16 % in Abhangigkeit vom
jeweiligen Testhersteller.

Die erhobenen Daten zeigten einen Sensitivitatsverlust durch die aktuelle Stufendiag-
nostik von 16 % bis 28 % jeweils abhdngig vom verwendeten Testsystem. Es konnte
bei 50 chronisch Borreliose-Kranken mittels Immunoblot eine Borrelia-IgM-Antikdrper-
Persistenz ohne Borrelia-IgG-Nachweis von 10 % dokumentiert werden (,,isolierte IgM-
Persistenz").



Diese Daten belegen, dass die Borrelia-Antikérper-Testsysteme zwar eine sehr hohe
Spezifitat der Aussage von Uber 92 % erreichen. Allerdings ist zum einen die bisherige
Stufendiagnostik wegen des hohen Sensitivitatsverlustes von bis zu 28 % zu verlassen
und zum anderen muss zwingend die Sensitivitat der Enyzmimmunoassays grundsatz-
lich an geeigneten Patienten-Kollektiven durch die Testhersteller unter Federfiihrung
des NRZ erheblich verbessert und eine Standardisierung der Testsysteme eingeflihrt
werden. Es ist zu fordern, dass voriibergehend die Immunoblot-Techniken bis zur Op-
timierung des Borrelia-ELISA im serologischen Routinelabor eingesetzt werden.

Dennoch muss selbst der Borrelia-Immunoblot bei der Diagnostik chronischer
Borrelien-Infektionen zur Erhéhung der Sensitivitat durch weitere diagnostische Unter-
suchungsmethoden wie Borrelia-Elispot-LTT sowie CD57+Zellen erganzt werden.



Workshop

Pathophysiologie der Multisystemerkrankungen

Leitung: Dr. Kurt E. Miller
Facharzt fiir Dermatologie und Venerologie
Zusatzbezeichnung Umweltmedizin

In den letzten Jahrzehnten wurde durch zahlreiche Forschungsarbeiten immer deutli-
cher, dass das Nervensystem, das endokrine System und das Immunsystem sowohl
bei Gesunden als auch bei Erkrankten in komplexen Wechselwirkungen stehen. Die
genetische Konditionierung der Funktion der einzelnen Systeme und deren Vorausset-
zungen zur Interaktionen weisen interindividuelle Variationen auf. Diese genetischen
funktionellen Unterschiede werden durch Einfllisse aus der Umwelt insbesondere in der
pranatalen und friihen postnatalen Zeit weiter moduliert. Dérner bezeichnete diesen
Hergang bereits in den 70er Jahren des vergangenen Jahrhunderts als funktionelle
Teratologie. Da auch diese Veranderungen der individuellen Suszeptibilitat tiber meh-
rere Generationen wirksam bleiben kénnen, stufte er sie als epigenetische Effekte auf
das Neuroendokrinoimmunsystem (NEIS) ein.

Die Modulation der Funktion dieses Supersystems setzt sich iber das ganze Leben fort
und wirkt sich physiologisch und pathophysiologisch aus. Chronischen Infektionskrank-
heiten kommt bei solchen deregulierenden Prozessen eine besondere Bedeutung zu,
da entwicklungsgeschichtlich die bis heute den Menschen zur Verfligung stehenden
Reaktionsweisen des Immunsystems durch die Auseinandersetzung mit Erregern er-
worben wurden. Bis heute nutzt das Immunsystem die dabei erlernten Mechanismen
auch bei der immunologischen Auseinandersetzung mit pathologischen, nicht infektio-
sen Noxen der jlingsten Geschichte des Menschen. Die chronische Inflammation ist der
wesentliche Grund der Deregulation, die mit Stérungen des Profils der Neurotransmit-
ter, der endokrinen und metabolischen Systeme sowie der Strukturen der Membranen,
Rezeptoren und Organellen der Zellen einhergehen kann. Infektiose und nicht infek-
tiobse Mechanismen kdnnen sich dabei erganzen, addieren oder gar potenzieren. Der
Synthese von Peroxinitrit aus Stickoxiden und Superoxid wird zudem eine zentrale Be-
deutung fir die Entwicklung und Unterhaltung pathophysiologischer Prozesse beige-
messen.

Der Workshop setzt sich mit dem aktuellen Kenntnisstand auseinander.
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Vortragszusammenfassung

Neue Aspekte kutaner Borreliosen
Immunhistochemie und Focus Floating Microscopy bei kutaner Borreliose

PD Dr. Dr. Klaus Eisendle
Universitatsklinik fir Dermatologie und Venerologie, Innsbruck

Seit dem erstem Hinweis auf eine infektiobse Genese von kutaner Borreliose durch
Afzelius, welcher bereits im Jahre 1909 vermutete, dass das Erythema migrans durch
eine Zecke (,Ixodes reduvius®) hervorgerufen wird, vergingen mehr als 70 Jahre, bis
Willy Burgdorfer 1982 den nach ihm benannten Erreger Borrelia burgdorferi in Zecken
entdeckte. Seither hat sich das bekannte Spektrum der Hautmanifestationen im Rah-
men von Borrelieninfektionen kontinuierlich erweitert und ist noch nicht als abge-
schlossen zu betrachten.

Klassische Borrelien-assoziierte Hautverdnderungen sind das Erythema migrans, das
Borrelienlymphozytom, ein kutanes B-Zell-Pseudolymphom (Syn. Lymphadenosis cutis
benigna), die Akrodermatitis chronica atrophicans (ACA) und die mit der ACA assozi-
ierten iuxtaarticuldren fibrinoiden Knoten. Zu den zumindest teilweise von Borrelien
verursachten Erkrankungen gehdren die Morphea, der Lichen sclerosus, die intersti-
tielle granulomatése Dermatitis, das nekrobiotische Xanthogranulom und das
Granuloma anulare. In Einzelfdllen konnten Borrelien auch in Verbindung mit cutanen
B-Zelllymphomen (analog den MALT-Lymphomen, welche durch chronische
Helicobacter pylori-Infektion induziert werden), benigner lymphozytarer Infiltration
(lymphocytic infiltration Jessner Kanof), cutaner Sarkoidose und Nekrobiosis lipoidica
gebracht werden. Als das moderne Chamaleon der Dermatologie kénnen cutane Bor-
reliosen, insbesondere das Borrelienpseudolymphom, zusatzlich andere Hautkrankhei-
ten imitieren, wie es fur das Erythema anulare centrifugum oder die Lymphocytic in-
filtration (Jessner Kanof) gezeigt werden konnte.

Die dermatohistopathologischen Veranderungen sind Folge des kontinuierlichen antige-
nen Stimulus durch die persistierende Infektion im Gewebe. Hieraus ergeben sich
histopathologische Gemeinsamkeiten, wie v. a. strukturelle Veranderungen in der
Textur des Kollagens und die haufige Prasenz von B-Lymphozyten und im besonderen
Plasmazellen, welche sich immunhistochemisch mittels L26 (anti-CD20) nachweisen
lassen. Die unterschiedlichen histologischen (und klinischen) Erscheinungsformen
lassen sich einerseits durch die Lokalisation und die Dauer der Infektion sowie durch
verschiedene Borrelienstamme und andererseits durch die pradominierende Art der
Immunantwort (B- oder T-Zellschenkel) sowie die Anzahl der urspriinglichen Inokula-
tion und die genetische Pradisposition (HLA-Typen, Neigung zu Autoimmunphdnome-
nen) erklaren.

Die histopathologische Diagnose wurde letztens durch den direkten Erregernachweis
im Gewebe mittels Focus Floating Microscopy (FFM) und Immunhistochemie deutlich
erleichtert. Die Methode ist eine Weiterentwicklung alterer immunhistochemischer

11



Verfahren, indem ein polyklonaler Anti-Borrelien-Antikérper zur Anwendung kommt,
der samtliche verschiedenen Borrelienstamme erkennt. Der biotinylierte sekundare
Antikorper und die dritte Lage mit Strepavidin-Peroxidase ergeben eine deutliche Sig-
nalverstarkung. Das rote Fluorochrom 3-Amino-9-Ethylcarbazol und das Weglassen der
Gegenfarbung erhdhen die Sensitivitat, da sich die rote Signalfarbe gut mit dem blass-
gelben Hintergrund kontrastiert und Borrelien, die sich im Gewebe an Kollagenfasern
anlagern (Kollagenotropismus), nicht durch Gegenfarbungen Uberdeckt werden. Eine
erhOhte Lichtintensitat hilft zusatzlich, die Spirochdten zwischen den Kollagen-
faserblindeln hervorzuheben. So konnten in der ersten publizierten Arbeit tUber FFM
Borrelien in 47 von 71 Zecken, in 34 von 66 Zeckenstichen, in 30 von 32 Fallen von
Erythema migrans, in 41 von 43 Borrelienlymphozytomen und in 50 von 51 Fallen von
ACA nachgewiesen werden. FFM war mit einer Sensitivitat von 96% im direkten Ver-
gleich mit PCR (Sensitivitat 45%) deutlich sensitiver (p < 0.001) und dabei fast gleich
spezifisch wie PCR (99,4% versus 100% flir PCR).
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Vortragszusammenfassung

Borrelia burgdorferi: In vitro Empfindlichkeit, Resistenzmechanismen und
therapeutische Optionen

Prof. Dr. K.-P. Hunfeld, MPH
Zentralinstitut fur Laboratoriumsmedizin, Krankenhaus Nordwest, Frankfurt/M.

Die humane Lyme Borreliose ist eine multisystemische Erkrankung mit zum Teil
stadienhaftem Verlauf und wird durch den Biss von mit Borrelia burgdorferi-infizierte
Zecken des Ixodes ricinus-Komplexes Ubertragen. Die Lyme Borreliose gilt heute als
die wichtigste Vektor-libertragene Infektion der nérdlichen Hemisphare. Bereits kurz
nach der erfolgreichen Anzucht und Identifikation des Erregers im Jahr 1982 konnte
die Effektivitat verschiedener antibiotischer Therapien bei der Behandlung der Erkran-
kung gezeigt werden. Seit dieser Zeit wurde eine Vielzahl von in vitro und in vivo Stu-
dien durchgeflihrt, um die Empfindlichkeit von B. burgdorferi sensu lato gegen antibio-
tische Substanzen naher zu charakterisieren. Obgleich sich eine groBe Zahl an antibio-
tischen Substanzen in vitro als wirksam gegen Borrelien erwiesen hat, so ist doch das
Spektrum der natirlich Resistenz des Erregers gegen Antibiotika bis heute nicht ab-
schlieBend untersucht. Darliber hinaus beschrankt sich unser Kenntnisstand im Hin-
blick auf die Aktivitdt von Antibiotika und mdgliche Resistenzmechanismen bei B.
burgdorferi im Wesentlichen auf in vitro Experimente und die Empfindlichkeitstestung
bei relativ wenigen klinischen Isolaten.

Im Rahmen des aktuellen Vortrages soll zusammenfassend dargestellt werden, was
derzeit hinsichtlich der natirlichen Resistenz von B. burgdorferi gegentiber antibioti-
schen Substanzen und beziiglich mdglicher Resistenzmechanismen als gesichert gelten
kann. Zugleich sollen offene Fragen aus diesem Themenkreis diskutiert werden, die
nach wie vor zu erheblichen Kontroversen bei der therapeutischen Versorgung von
Lyme Borreliose Patienten fuhren.
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Vortragszusammenfassung

Ein Fall von Motoneuronenerkrankung mit Bulbarparalyse oder?

Dr. med. Petra Hopf-Seidel
Facharztin fir Neurologie, Psychiatrie und Allgemeinmedizin, Ansbach

Im Juni 2008 bemerkt ein sich bis dahin véllig gesund fiihlender 71-jdhriger Mann
Schwierigkeiten beim Sprechen. Seine Aussprache wurde etwas undeutlicher (,klosig")
und die Stimme rauer als zuvor. Ansonsten habe er keine Veranderungen an sich be-
obachtet, bis es im Juni 2009 dann auch noch zu Schluckstérungen gekommen war.
Deshalb stellte er sich an einer Uniklinik mit einer Spezialambulanz flir Bewegungs-
stérungen und Neuromodulation vor, wo er einige Tage stationar untersucht wurde.
Die Entlassungsdiagnose lautete V. a. Motoneuronenerkrankung, koronare Herzkrank-
heit, Hypothyreose und Z. n. Borreliose Stadium I (2007). Die Entlassungsmedikation
bestand in Rilutek 2 x 50 mg und der Empfehlung, sich eine Magensonde anlegen zu
lassen und sich in 6 Monaten wieder vorzustellen. Mehr k6nne man bei dieser Diag-
nose nicht tun.

Die Familie veranlasste daraufhin — unter Beibehaltung der empfohlenen Rilutek-thera-
pie als einziger medikamentdser Option bei einer Motoneuronenerkrankung — eine
weiterfihrende Borreliendiagnostik, da man sich erinnerte, dass 9 Monate vor Beginn
der Sprechschwierigkeiten nach einem Zeckenstich ein Erythema migrans an der
rechten Schulter aufgetreten war, das sich handtellergroB ausgebreitet hatte. Zur Be-
handlung habe er damals Doxycylin 100 mg flir 10 (!) Tage erhalten. Danach hatte er
sich wohl gefiihlt, bis es im Jahr darauf zu den Sprechschwierigkeiten gekommen war.

Die weitere labordiagnostische Abklarung ergab nicht nur Borrelien-spezifische Banden
im Immunoblot und einen deutlich positiven Borrelien-LTT, sondern auch — bei 8 groB-
volumigen liegenden Amalgamflillungen — eine massive Quecksilberbelastung mit
spontaner enteraler Hg-Ausscheidung von 210 pg/kg Stuhl (Norm < 10 pg/kg) und
einer Typ IV-Sensibilisierung auf Hg von 4,7 SI (Norm < 2). Im klinischen Befund be-
stand ein normaler Neurostatus bis auf die Funktionsstérungen der Hirnnerven III —
XII, was klinisch dem Bild einer Bulbarparalyse entspricht.

Die antibiotische Therapie bestand zunachst in einer Kombination aus Minocyclin und
Quensyl fiir 30 Tage, worunter sich die Schluckstérungen zunachst deutlich besserten,
so dass er flur Wochen wieder normal essen konnte. Der Borrelien-LTT war bei Kon-
trolle nach der Antibiose vollig negativ.

Weiterhin wurden Vitamin B 12 und zur Quecksilber-Adsorption und Ausleitung
Zeolithe und Chlorella-Algen verabreicht. Da unter der Therapie mit 100 pug Euthyrox
auch eine Hashimoto-Thyreoiditis mit Hyperthyreose und deutlich erhéhten Anti-TPO-
Antikorpern bestand, wurde die Euthyroxdosis auf 50 ug reduziert. Die vorbestandene
Dauertherapie mit CoAprovel, Simvastatin und Plavix wegen der koronaren Herzkrank-
heit wurde fortgeflihrt. Alle weiteren Therapieempfehlungen zur Korrektur von nach-
gewiesenen Substanzdefiziten, wie z. B. Mangel an Vitamin D, Coenzym Q 10,
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Glutathion und ATP, wurden vom Hausarzt des Patienten jedoch nicht mehr umge-
setzt. Dies war zum Teil auch durch den Patienten selbst bedingt, denn nach einigen
Wochen ohne Schluckbeschwerden hatten sich diese wieder verschlechtert und der
Patient wollte die Substitutionspraparate nicht (mehr) einnehmen.

Bis heute benétigt der Patient zwar noch keine Magensonde, hat aber weiterhin deutli-
che Schwierigkeiten mit dem Sprechen und Schlucken bei sonst normaler Denk- und
Handlungsfahigkeit. Die dokumentierte NSE-Erhdéhung belegt aber als ein spezifischer
Parameter fir Nervenzellen den fortschreitenden Untergang von weiteren Hirnnerven-
zellen, so dass die Prognose leider nicht gut ist. Meiner Uberzeugung nach ware aber
dieser Hirnnervenzelluntergang verhinderbar gewesen, ware bereits im September
2007 statt nur 10 Tagen Doxycyclin 100 mg eine ausreichend dosierte Antibiose lange
genug durchgeflihrt worden und ware die erhebliche neurotoxisch wirksame Quecksil-
berbelastung friiher erkannt worden. Mit Hilfe der heute bekannten begleitenden Ner-
venzell-SchutzmaBnahmen (Vitamin B 12, Glutathion, Coenzym Q 10, Selen, Alpha-
Liponsaure u. a.) ware wahrscheinlich diese Krankheitsentwicklung zu verhindern ge-
wesen.
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Vortragszusammenfassung

Durch Zecken iibertragene virale Infektionskrankheiten unter besonderer
Beriicksichtigung der Frilhsommer-Meningoenzephalitis (FSME)

Prof. Dr. Jochen Siiss, Friedrich-Loeffler-Institut, Jena
Nationales Referenzlabor flir durch Zecken libertragene Krankheiten

Zweifellos ist die FSME die wichtigste durch Zecken Ubertragene virale Erkrankung in
Europa. Das FSME Virus, ein Flavivirus, welches in drei eng verwandten Subtypen auf-
tritt, ist in 27 europdischen und nach dem gegenwartigen Kenntnisstand in mindestens
6 asiatischen Landern endemisch. Die Bedeutung der FSME, insbesondere auch als
Reisekrankheit, ist somit sehr hoch.

Die Morbiditat ist in den einzelnen Landern mit Endemiegebieten extrem different, sie
reicht von wenigen Einzelfallen in Frankreich, Danemark oder Norwegen bis zu Inzi-
denzen von 10 — 30 in den Baltischen Staaten und 80 — 100/100.000 Einwohnern in
bestimmten Regionen Russlands. In den 19 europdischen Landern mit einer FSME-Be-
lastung, aus welchen wir verlassliche Daten haben, sind in den letzten 20 Jahren, bei
hoher Dunkelziffer, ca. 170.000 klinische Erkrankungen registriert worden, davon allein
in Russland tber 110.000. Die globale Erwarmung, soziodkologische Veranderungen
und héhere Aufmerksamkeit werden als Ursachen fiir die zunehmende Bedeutung der
FSME angeschuldigt, sichere Daten flir einen Beweis dieser Hypothesen gibt es noch
wenige. Zu den sicheren Hinweisen gehdren u. a. das Vordringen von Ixodes ricinus
(zusammen mit dem FSME Virus) in groBere HOhen in den Gebirgen (gemessenes Ma-
ximum gegenwartig Uber 1500 m Uber N. N.), die haufige Winteraktivitat von Zecken
und die Ausdehnung der Zeckenverbreitungs- und der FSME-Risikogebiete in Europa
nach Norden und Westen. So wird aus Finnland von Virusisolierungen aus Zecken nur
100 km sudlich des Polarkreises (!) berichtet, was einen erneuten Rekord darstellt.

Der klinische Verlauf einer FSME ist in der Regel im Kindesalter relativ leicht, mit nur
wenigen Restschaden, wird aber mit héherem Lebensalter immer und deutlich schwe-
rer. Eine kausale Therapie der klinischen Erkrankung ist nicht méglich, da keine anti-
viralen Substanzen zur Verfligung stehen. Die Strategien zur Vermeidung von Zecken-
stichen, Repellents, zweckmaBige Kleidung etc., rasches Entfernen angesogener Ze-
cken, sind zwar wichtig und z. T. auch effektiv, haben aber nur einen bestimmten, be-
grenzten Schutzwert. Mit der FSME-Schutzimpfung, die mit einer Feldeffektivitat von
98 — 99% die bisher im Bereich der Virustotimpfstoffe hdchste Effektivitat aller Impf-
stoffe erreicht, haben wir die Mdglichkeit einer einfachen und sicheren Zurick-
drédngung dieser Erkrankung. Das Beispiel Osterreichs zeigt dies exemplarisch. Wurden
in Osterreich in der Vorimpfara jéhrlich bis zu 700 autochthone Erkrankungen regis-
triert, sind nach Massenschutzimpfungskampagnen bei einem gegenwartigen Durch-
impfungsgrad der dsterreichischen Bevdlkerung von ca. 86% in den letzten 10 Jahren
nur noch 54 — 100 Erkrankungen pro Jahr (bei Ungeimpften) festgestellt worden.
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Im Vergleich zur FSME haben die weiteren in Europa aus Zecken isolierten humanpa-
thogenen Viren eine deutlich geringere Bedeutung, wenngleich bei vielen Isolaten,
auch mangels diagnostischer Mdglichkeiten, die Bedeutung und Verbreitung der viralen
Erreger noch weitgehend unbekannt sind. In europaischen Zecken sind Viren aus mehr
als 6 Familien mit 6 Genera und ungefahr 35 Virusspezies nachgewiesen worden, wo-
bei die Familien der Flavi-, Bunya- und Reoviridae mit den Genera Flavi-, Nairo- und
Orbivirus die meisten Vertreter stellen. Neben der FSME haben auch das Omsker Ha-
morrhagische Fieber, die Louping-ill-Krankheit und das Krim-Kongo Hamorrhagische
Fieber eine gewisse Bedeutung. In Deutschland konnten u. a. Nachweise fir das
Uukuniemivirus, das Tribécvirus, das Erve- und das Eyachvirus erbracht werden. Nach
heutigem Wissensstand ist deren klinische Relevanz aber gering bzw. nicht sicher be-
schrieben.
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Vortragszusammenfassung

Broad-range PCR/Massenspektrometrie (IBIS T5000) Assay zum Screening
von Zecken auf Infektionserreger

PD Dr. sc. hum. Oliver Nolte

in Zusammenarbeit mit
M. W. ESHOO (2), H. HAAG (1), C. D. CROWDER(2), H. E. MATTHEWS (2), F. Li (2), B.
MOTHES (1), R. SAMPATH (2) & D. J. ECKER (2)

(1) Medizinisches Labor Dr. Brunner, Konstanz
(2) IBIS Biosciences Inc., Carlsbad, California, USA

Einleitung: Nach einem Zeckenstich ist flir viele Betroffene die Frage von Bedeutung,
ob die entfernte Zecke ,positiv fiir Borrelien” war oder nicht, verbunden mit der Sorge,
durch den Stich kénnten Erreger Uibertragen und so der Grundstein fir eine Infektion
gelegt worden sein. Die Untersuchung von Zecken nach Blutmahlzeit auf Borrelia
burgdorferi sensu lato ist daher in vielen diagnostischen Laboren mittlerweile Stan-
dard. Wissenschaftliche Untersuchungen zeigen jedoch vermehrt das Auftreten von
anderen Erregern als Borrelien in Zecken, nicht selten in Form von Doppelt- oder
Mehrfachbesiedlungen. Hieraus ergeben sich flir die molekularbiologische Untersu-
chung von Zecken zur Prognose eines Ubertragungsrisikos weitreichende Konsequen-
zen. Ein negativer Borrelia-Nachweis schlieBt die Besiedlung mit — und damit Ubertra-
gungsgefahr von — anderen Infektionserregern nicht aus, ein positiver Borrelia-Nach-
weis lasst hingegen die Frage offen, ob ggf. ein oder mehrere klinisch relevante Erre-
ger mit Ubertragen worden sein kdnnen.

Wir haben 178 Ixodes ricinus Zecken (im Freiland gesammelte Zecken aus dem Raum
Konstanz und Zecken nach Blutmahlzeit von PatientenInnen aus dem slidwestdeut-
schen Raum) auf Anwesenheit von B. burgdorferi s. I.-, Anaplasma phagocytophilum-,
Rickettsia species- und Babesia species-DNA mit konventionellen PCRs und mit der
IBIS T5000 Technololgie (Vorlaufer des PLEXID-Systems) untersucht. Dabei werden
mit dem IBIS System PCRs mit universellen und/oder gattungsspezifischen Oligo-
nukleotiden durchgefiihrt und die resultierenden Amplifikate in einem zweiten Schritt
mittels ,Electrospray ionization mass spectrometrie® (ESI-MS) auf ihre Basen-
zusammensetzung untersucht. Es resultiert ein vierdimensionales Muster, welches Typ-
spezifisch ist und gegen hinterlegte Standards verglichen wird. Theoretisch ist es mit
dieser Methode mdglich, DNA auch unbekannter Mikroorganismen in einer Zecke auf-
zuspdren.

Methoden: Zecken wurden entweder Ende April 2009 im Freiland gesammelt (5 Sub-
populationen) oder von Patienten an das Labor geschickt. DNA von allen Zecken wurde
dann mit publizierten PCR-Methoden auf DNA von B. burgdorferi, A. phagocytophilum,
Rickettsia species und Babesia species untersucht. Amplifikate von Babesien und Ri-
ckettsien wurden sequenziert, um die Spezies zu bestimmen. Die DNA Proben wurden

18



verblindet an IBIS Bioscience geschickt und dort mit acht primer-Paaren untersucht.
Die Primer waren so ausgewahlt, dass von allen derzeit bekannten bakteriellen und
protozooischen Erregerfamilien Amplifikate generiert wiirden. Deren Sequenzanalyse
per ESI-MS erlaubte dann die Spezieszuordnung bzw. die Unterscheidung von Genoty-
pen (B. burgdorferi).

Ergebnisse: Beziiglich der Anwendung der unterschiedlichen Methoden (konventio-
nelle PCR vs. T5000/PLEXID) wurden vergleichbare Resultate erzielt. Abweichungen
wurde bei B. burgdorferi, Rickettsien und bei Anaplasma gefunden. Insgesamt gelang
mit beiden Verfahren in 41 (konventionell) bzw. 39 (T5000) von 178 untersuchten Ze-
cken der Nachweis von B. burgdorferi s. [.-DNA (= 23,3% bzw. 21,9% positive Ze-
cken). Mit konventioneller PCR wurde in vier Proben DNA von A. phygocytophilum
nachgewiesen (bei drei Proben mit T5000). Babesien-DNA wurden mit beiden Verfah-
ren in acht Zecken detektiert, wobei die Sequenzierung der Amplifikate Babesia microti
ergab. In 34 Zecken wurde mit dem T5000 System DNA von Rickettsia nachgewiesen
(praktisch ausschlieBlich aus der Fleckfiebergruppe, jedoch offenbar Spezies ohne kli-
nische Relevanz). Die konventionelle PCR verwendete ein grundsatzlich anderes Pri-
mer-System und flihrte zur Detektion von nur zwei Proben mit Rickettsia DNA, die
nach Sequenzierung Rickettsia monacensis (mutmaBlich mit klinischer Relevanz) zuge-
ordnet werden konnte. AusschlieBlich mit dem T5000 System wurden dariiber hinaus
in unterschiedlicher Haufigkeit Nukleinsduren von Wolbachia species, Spiroplasma
ixodetis, Propionibacterium acnes (nur in gesaugten Zecken) sowie Alphaproteo-
bacterium species (Endoysmbionten von Ixodes) nachgewiesen. In den untersuchten
Zecken wurden mit dem T5000 System jedoch keine Bartonellen-DNA gefunden. Eine
Typisierung der Borrelia-Amplifikate ergab B. burgdorferi s. s., B. afzelii, B. garinii, B.
lusitaniae, B. valaisiana, B. spielmanii und Borrelia subspecies LB-2001. Zwei Borrelien
konnten zunachst nicht zugeordnet werden, gehéren aber wahrscheinlich zur Rickfall-
fiebergruppe (B. miyamotoi, europdische Variante, klinisch bedeutungslos). 35 der
Borrelia-positiven Extrakte wurden einer Genotypisierung unterzogen, von denen 20
ein auswertbares Ergebnis lieferten. Flnf Zeckenextrakte wiesen dabei zwei Genoty-
pen von B. burgdorferi auf, drei Extrakte drei oder mehr Genotypen. Drei Zecken er-
wiesen sich als Borrelia/Babesia koinfiziert.

Schlussfolgerungen: Nach Einflihrung der Real-Time PCR gilt die T5000 bzw.
PLEXID Technologie als wesentliche neue Innovation in der DNA-Diagnostik. Die Me-
thode erlaubt neben einer schnellen Detektion eines ganzen Panels von Mikroorganis-
men in einem DNA-Extrakt auch eine Typisierung in Sub- bzw. Genospezies und weiter
in Genotypen. An Hand einer kleinen Sammlung von Zecken konnte mit der Methode
gezeigt werden, dass DNA von einer Vielzahl von Mikrorganismen in den Zecken vor-
kommt und die Erreger damit bei einem Saugakt theoretisch auch libertragen werden
kdnnen. Dabei wurde deutlich, dass neben klinisch relevanten Mikroorganismen auch
solche ohne klinische Relevanz gefunden werden kdnnen. Dies ist beim Screenen von
Zecken auf Pathogene zu beriicksichtigen. Zwar erlaubt die Anwendung des T5000
bzw. PLEXID Systems einen sehr differenzierten Blick in die Mikrodkologie von Arthro-
poden. Im Hinblick auf die Detektion der relevanten potentiellen Krankheitserreger war
die konventionelle PCR dem T5000 System jedoch gleichwertig, wenn auch bedeutend
arbeits- und zeitintensiver. Fir die Zukunft kann das T5000 System die Prognostik
nach Zeckenstich wesentlich erweitern und neue Erkenntnisse bzgl. des Risikos von
Ko-Infektionen von Zecke und Mensch hervorbringen.
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Vortragszusammenfassung

Chlamydophila pneumoniae und Chlamydia trachomatis als Co-Infektionen
der Lyme-Borreliose

Dr. med. Volker Heisig
Facharzt flr Laboratoriumsmedizin, Bad Segeberg

in Zusammenarbeit mit
Dr. med. Carsten Nicolaus, Praktischer Arzt und Dr. med. Armin Schwarzbach, Facharzt
fur Laboratoriumsmedizin, Borreliose Centrum Augsburg

Zahlreiche Symptome einer chronischen Borrelien-Infektion und einer Infektion mit
Chlamydophila pneumoniae sind “unspezifisch” zur Diagnosestellung einer chronischen
Borreliose oder Chlamydien-Infektion. Diese ,liberlappenden®™ Symptome sind zum Bei-
spiel Mudigkeit, Erschépfung, Reduktion und Verlust der physischen oder mentalen
Kapazitat, Sensibilitatsstorungen oder Taubheitsgefiihle, Kopfschmerzen, Gelenk-
schmerzen, Muskelschmerzen, Muskelschwache, Schlaflosigkeit, Vergesslichkeit, Kon-
zentrationsstérungen, Herzprobleme, Husten, Erkrankungen des Urogenitaltrakts. In
unserer Studie wurden 50 Patienten mit chronischen neurologischen und
muskuloskelettalen Symptomen untersucht, die entweder durch eine Borrelien- oder
eine Chlamydophila pneumoniae-Infektion oder aber auch durch eine ,Mischinfektion™
mit beiden Erregern verursacht werden kénnen.

Laboruntersuchungen auf Borrelien und Chlamydophila pneumoniae basieren auf di-
rekten oder indirekten Nachweisverfahren im Allgemeinen. Bei jeder bakteriellen In-
fektionserkrankung finden sich B- und T-zelluldre Abwehrreaktionen des Immunsys-
tems. Wir verwendeten kommerziell verfligbare Labortestsysteme fiir den Antikdrper-
Nachweis von Borrelia burgdorferi mittels IgG/IgM-Immmunoblot und flir die zellulare
Aktivitatsmessung den Borrelia Elispot-Lymphozyten Transformations Test (LTT) sowie
den CD57+ Test, flir die IgG-/IgA-Antikdrper-Bestimmung von Chlamydophila
pneumoniae einen ELISA und flr die zelluldre Aktivitdtsbestimmung den
Chlamydophila pneumoniae Elispot-LTT. Die Sensitivitdt des Borrelia-Elispot-LTT war
76 %, die des Borrelia-IgG/IgM-Immunoblot 60%, der CD57 Zell-Test hatte 56 % Sen-
sitivitat und die gleichzeitige Bestimmung aller drei Testsysteme ergab eine Sensitivitat
von 90%. Die Sensitivitat der Chlamydophila pneumoniae-IgG-Antikérper lag bei 60 %,
die der Chlamydophila pneumoniae-IgG-Antikdrper bei 60 %, die des Chlamydophila
pneumoniae Elispot-LTT bei 67 % und die gleichzeitige Bestimmung aller drei Para-
meter ergab eine Sensitivitat von 78 %.

Die Labor-Ergebnisse zeigten, dass 86 % der Patienten mit einer chronischen
Borrelien-Infektion gleichzeitig mit Chlamydophila pneumoniae klinisch mit “unspezifi-
schen, Uberlappenden” Symptomen beider Infektionserkrankungen infiziert waren. Die
differentialdiagnostische Abgrenzung der Chlamydophila pneumoniae- und Chlamydia
trachomatis-Infektion ist oft schwierig. Unterschiede der Laboruntersuchungen in Re-
lation zu klinischen Symptomen werden vorgestellt. Diese Studie zeigt, dass eine Not-
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wendigkeit flr den Einsatz moderner Labortestsysteme der humoralen und zelluldren
Immun-Antwort besteht, um eine hohere Sensitivitat der Laboraussage und eine ver-
besserte Spezifitat zur Diagnosestellung von Infektionserkrankungen zu erzielen.

Es ist insgesamt sehr bedeutsam, die infektiologischen Laborergebnisse der humoralen
und zelluldren Ebene bei Patienten mit chronischen neurologischen und
muskuloskelettalen Symptomen zu bestimmen, damit in der Folge eine adaquate, ziel-
gerichtete Antibiose der Infektionserreger erfolgen kann. Es sollten kiinftig vermehrt
Laborstudien zur Diagnostik von Chlamydia trachomatis und weiteren Zecken-(iber-
tragbaren Infektionen wie Rickettsien, Bartonellen, Ehrlichien, Anaplasmen oder
Babesien erfolgen.
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Vortragszusammenfassung

Zielwertfindung und Standards in der Borrelien-Serologie

Uta Everth, Arztin, Holzgerlingen

Die Evaluationsgiite serologischer Tests ldsst sich u. a. an der eingesetzten Referenz
bestimmen. Wurde eine definitive Methode (Goldstandard) als Referenz gewahlt, ein
Standard-Serum oder lediglich ein freies Verfahren? Die Frage danach erscheint auf
den ersten Blick theoretisch. Sie hat aber fiir praktisch titige Arzte und Patienten
weitreichende Auswirkungen: Durch die Einstellung eines Testes anhand einer Refe-
renzmethode wird Uber die Erfassung der vorhandenen Antikdrper und die Festlegung
~Antikdrper vorhanden oder nicht vorhanden™ (cut) und damit oftmals Uber eine ,Be-
handlungsindikation™ entschieden. Daneben muss die Frage gestellt werden: ,Werden
lediglich Antikdrper gemessen oder beinhaltet die Testevaluation eine Vorselektion
nach gesund und krank?" In meinem Vortrag mdchte ich auf folgende Aspekte einge-
hen:

1. Was ist eine definitive Methode (Goldstandard)? Kann es eine definitive
Methode bei der Antikdrperbestimmung geben?

Was sind Referenzmethode und Referenzserum?

Wie ist der Stand der Dinge? Wie werden aktuell Teste eingestellt/evalu-
iert?

4.  Wie wird der Zielwert bei Ringversuchen ermittelt?

wnN

5. Auswirkung klinisch evaluierter Tests auf das analytische Testergebnis
und eine

6. Seropravalenz-Ermittlung.

7. Bedeutung der aktuellen Situation flr die hausarztliche Praxis.

8.  Mdglicher Losungsansatz.
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