Lymphozytentransformationstest (LTT) bei der Lyme-B orreliose

Literaturtibersicht

von
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Das Prinzip des Lymphozytentransformationstests  (LTT), auch als
Lymphozytenproliferationstest bezeichnet, basiert auf den Arbeiten von Dwyer et al
aus dem Jahre 1979 (Dwyer IM et al (19), Johnson C und Dwyer IM (20)).

Die ersten Arbeiten Uber den LTT bei der Lyme-Borreliose gehen auf Sigal in den
Jahren 1981 bis 1983 zurtick (Sigal LH et al (1)). Zunachst wurde als Stimulans Phyt-
Haemagglutinin (PHA) eingesetzt. Nach Entdeckung des Erregers in 1983 kam ein

Lysat von Borrelia burgdorferi (Bb) zum Einsatz.

Seither sind zahlreiche Publikationen tGber den Lymphozytentransformationstest bei
der Lyme-Borreliose erschienen. Die Publikationen betreffen methodische
Verbesserungen und die Einschéatzung der diagnostischen Wertigkeit, insbesondere
der Spezifitat und Sensivitdt in verschiedenen Krankheitssituationen der Lyme-
Borreliose. Im Folgenden werden die seit 1984 erschienen wichtigsten Publikationen

epikritisch in einer Literaturtibersicht zusammengefasst.

An anderer Stelle (,Diagnostische Wertigkeit des Lymphozytentransformationstests
(LTT) bei Lyme-Borreliose”) werden die Publikationen hinsichtlich ihrer Aussage zu

Sensivitat, Spezifitat sowie methodischen Entwicklungen analysiert.

Eine Infektion mit Krankheitserregern (z.B. Borrelien) fuhrt zu einer Reaktion der
Immunzellen. Im Mittelpunkt stehen die T-Helfer-Lymphozyten (CD4"TH-Zellen). Ein
Teil dieser T-Helfer-Lymphozyten speichern das immunologische Gedéachtnis
(langlebige T- und B-memory-Lymphozyten). Im Labortest flhrt der Zusatz von

Antigenen (der Krankheitserreger) zu einer Vermehrung (Proliferation) dieser



memory-Lymphozyten. Das Blut eines Patienten enthalt verstandlicherweise solche
T- und B-memory-Lymphozyten nur dann, wenn der Patient durch die Infektion
belastet wird oder wurde. Im Labortest fihrt der Zusatz von Antigenen (der
Krankheitserreger) zu einer Proliferation (Vermehrung) der memory-Zellen des
Patienten, die im Verfahren quantitativ erfasst wird. Auf diesem Prinzip beruht der

Lymphozytentransformationstest.

Bei Fortfall der Infektion (spontane Heilung oder erfolgreiche Therapie) verschwinden
nach mehreren Wochen diese memory-Zellen und damit das immunologische
Gedachtnis, so dass der LTT negativ wird. Diese Anderung tritt im Vergleich zum
Ruckgang von Antikdrpern (positive Serologie, humorale Immunantwort) relativ rasch

auf.

Der LTT erlaubt daher den Nachweis einer bestehenden oder vor kurzem
aufgetretenen Infektion und die Beurteilung des Krankheitsverlaufes (,Heilung*).

Trotz umfangreicher Literatur zur diagnostischen Wertigkeit des LTT wird der Test
auch in jungster Zeit von verschiedenen Fachgesellschaften und sonstigen
Institutionen skeptisch beurteilt.

Die vorliegende Literaturtbersicht soll dazu dienen, die Wertigkeit des LTT auf der

Basis der wichtigsten Publikationen direkt zu beurteilen.

Die Publikationen sind fortlaufend nummeriert und entsprechen den Nummern im
Literaturverzeichnis. Die Publikationen sind entsprechend ihrem Erscheinungsjahr

chronologisch geordnet.

Am Ende des Textes werden in zwei tabellarischen Ubersichten die diagnostische
Wertigkeit bzw. die Sensivitat und Spezifitat des Lymphozytentransformationstestes

dargestellt.



Sigal L. H. et al

Cellular Immune Findings in Lyme Disease

(Arbeit aus 1984, erste Arbeit tber Untersuchung der zellularen Immunitat bei
LB, Anm. d. Verf.)

Arbeit zeigt erstmalig eine erhéhte immunologische Lymphozytenantwort

gegenuber Lyme-Spirochaten-Antigen.

Methodisch stitzt sich die Arbeit auf Publikationen Uber die Inkorperation von
Thymidin bei Stimulation durch Phythamagglutinine (Dwyer et al, (19)) und

Studien Uber die spontane Suppressor Zell-Aktivitat (Johnson und Dwyer,

(20)).

LB Patienten n=34, Kontrollen n=10. Bb-Lysat, Bb-Antigenkonzentration im
Test 100 ug/ml, Anzahl der Antigene nicht benannt, wahrscheinlich ein

Antigen.

Besonders starke Antwort im Stadium Il (Arthritis).
Lymphozyten aus Synovialflissigkeit reagierten 5- bis 20-fach starker als

Lymphozyten aus Blut (bei Arthritis).

Fazit: in allen Situationen Antwort auf Lyme-Spirochaten-Antigen signifikant

positiv, abgesehen von akuter Frihphase.

Dattwyler RJ et al
Cellular immune response in Lyme disease: the response to mitogens, live

Borrelia burgdorferi, NK cell function and lymphocyte subsets

(Pilotstudie). Patienten mit aktiver Borreliose zeigten eine signifikante
Proliferation von Lymphozyten auf Bb, bei Kontrollpersonen trat eine solche

Proliferation nicht auf.



Sigal LH et al
Proliferative responses of mononuclear cells in Lyme disease. Reactivity to

Borrelia burgdorferi antigens is greater in joint fluid than in blood

LB Patienten n=49 (davon 22 Patienten mit LA), alle IgG-AK positiv. Kontrollen
n=41 bzw. n=12 (rheumatoide Arthritis). Suspension: Antibiotika (Pen-Strep),
Glutamin, fetales Kalb-Serum. Lymphozytenkonzentration: 2 Mio/ml. -
Antigengewinnung: 2 Isolate aus Bb, und ein Stamm B. hermsii. Antigen Lysat.
Antigenkonzentrationen: 5, 25, 100, 250 ug/ml. Konzentration B. hermsii
Antigen: 100 und 250 ug/ml.

27 Patienten mit Friohstadium LB, LTT im Vergleich zu Kontrollen kein
Unterschied, wahrend der Rekonvaleszenz, d.h. 2 bis 3 Wochen nach dem
Frihstadium LTT signifikant héher als im Fruhstadium

22 Patienten mit LA, erhdhter LTT

LTT besonders hoch bei Verwendung von Lymphozyten aus
Synovialflissigkeit bei LA

LTT bei LB-Patienten auf Phythdmagglutinine etwas geringer als bei
Gesunden aber bei LA Reaktion grofRer

Bei LB LTT positiv, zunehmend mit fortschreitender Erkrankung, LTT am
starksten bei LA und bei Lymphozyten in der Synovialflissigkeit.

Aus den Abbildungen ergibt sich eine Sensivitdt von weniger als 50% im
Frihstadium, d.h. bei EM, in den nachfolgenden Stadien liegt die Sensivitat
Uber 90%. Bei Einsatz von Antigen-Lysat aus B. hermsii liegt kein wesentlicher

Anstieg von LTT vor.

Antibiotische Behandlung: Bei erfolgreicher Behandlung LTT signifikant
geringer. Bei Persistieren der Erkrankung trotz antibiotischer Behandlung LTT
hoher (nicht signifikant).



Dattwyler RJ et al
Seronegative lyme disease. Dissociation of specific T- and B-lymphozyte
responses to borrelia burgdorferi

LB Patienten n=35, davon 17 seronegativ, 18 seropositiv. Kontrollen n=17.

EM bei 15/17 der seronegativen LB-Patienten. Bei allen EM mit
grippeédhnlichen Symptomen. 2/17 seronegativer Patienten kein EM aber

grippeahnliche Symptomatik.

Antibiotische Behandlung: 12/17 Tetracycline, 4/17 Penicillin, 1/17

Erythromycin. Behandlungsdauer mindestens 10 Tage.

Krankheitssituation der 17 seronegativen Patienten bei Erstuntersuchung: Bei
allen Patienten Fatigue, Gelenkschmerzen, Kopfschmerzen, kognitive
Stoérung, kein Fieber. 12/17 Arthritis. Verlauf in Schiben und Remissionen.
Arthritis in grof3en Gelenken, besonders Kniegelenke. 9/17 Neuropathie
(axonale Neuropathie), demyelinisierende Neuropathie wurde nicht
beobachtet. Behandlung der 17 seronegativen LB-Patienten: iv-Behandlung
mit G-Penicillin (24 Mio U./Tag fur 10 Tage) oder Ceftriaxon 2-4 g fir 2
Wochen. Bei allen Patienten deutliche Besserung. Alle objektiven Befunde
einschliel3lich Arthritis verschwanden Uber einen Beobachtungszeitraum von 3
Monaten, ausgenommen die periphere Neuropathie, die sich nur langsam
besserte. Keiner der Patienten erlitt einen Ruckfall wahrend der

nachfolgenden Verlaufsbeobachtung von 8 Monaten.

Seropositive Patienten: 12/17 Arthritis, im Ubrigen siehe Tabelle 1, Seite 7.

Methode LTT:

Lymphozytenkonzentration 1 Mio/ml. Supplementierung humanes AB-Serum,
Penicillin, Streptomycin, Glutamin.

Antigene: Ganze Bb 1 Mio/Probe.



Daten bei seropositiven und seronegativen Patienten bezlglich
Patientencharakterisierung initialer antibiotischer Behandlung,

Krankheitsdauer und klinischer Manifestationen siehe Tabelle 1, S. 7.

LTT bei seropositiven und seronegativen Patienten sowie Kontrollen siehe
figure 2, Seite 8.

Aus der figure 2 ist abzulesen, dass ein positiver LTT bei den Seronegativen in

90% der Falle, bei den Seropositiven in etwa 75% der Félle vorlag.

17 Patienten mit akuter LB wurden prompt antibiotisch behandelt, entwickelten
jedoch eine chronische LB. Der LTT bei den seronegativen und seropositiven

Patienten war signifikant héher als bei den Kontrollen.

Folgerung der Autoren: Chronische Lyme-Krankheit kann durch
Seronegativitat nicht ausgeschlossen werden. Positiver LTT bedeutet Evidenz
der Infektion bei typischen Symptomen einer chronischen LB und (trotz)
Seronegativitat.

Positiver LTT war reproduzierbar und anhaltend.

Bei 3/17 seronegativen Patienten mit typischer persistierender Symptomatik

einer LB war LTT negativ nach relativ intensiver antibiotischer Vorbehandlung.

Dissoziation zwischen T-Zell- und B-Zell-Immunantwort: ,cell-mediated-arm*
des Immunsystems intakt, humoraler Anteil der Immunantwort beeintrachtigt,
jedoch keine T-Zell-Anergie, wie sie z.B. bei chronischen Infekten mit
Mykobakterium leprae oder M. marinum, filariasis und chronischen

Pilzinfektionen beobachtet wurde.

Bei antibiotischer Behandlung des ECM geringe oder keine Antikorper.



Die T-Zell-Antwort erfolgte also offensichtlich bevor Antikdrper gebildet
werden. In vorausgehenden Studien (Dattwyler) war LTT positiv, wahrend
Antikdrper noch nicht nachweisbar waren, also bei noch bestehender

Seronegativitat.

Table 1. Characteristics of Pafients Seropositive
and Seronsegative for Chronic Lyme Disease.

SEROPOSITIVE. SERONEGATIVE
Panents PATIENTS
(N = 18) (N =10
Mecan age (yr) 36.6 (16-72)  38.0 (10-65)
Sex (M/F) 99 11/6
History of ECM 14 15
Initial influenza-like illness 17 17
Initia} treatment
Tetracycline 1 12
Penicillin 1 4
Cephalexin 1 —
Erythromyecin — i
Duration of illness (mo)* 8.4x25 17.6:£5.4
{1—24) (B8—-72)
Clinical manilestations
Arthritis 15 12F
Peripheral neuropathy 7 9
Symptomss 18 : 17

*Period (mean 2:5D) from initisl illness (o dingnosis of chronic Lyme
discase. -

¥Theee other patients had & history of arthritis.

}includes hemiaches, ftigue, arthralgia, and cogoitive dysfunction.
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Figure 2. Lymphoproliferative Responses to B. burgdorferi.

Isolated peripheral-blood mononuclear cells were stimulated with
whole 8. burgdorfsri organisms as outlined in the Methods. The
cells were cultured in flat-bottomed microtiter wells, at a concen-
tration of 10 cells per well, pulsed with 1 uCi of PHjthymidine for
18 hours, and harvested on day 5. Values for the stimulation
index are shown on the abscissa. The groups studied were pa-
tients with positive values on ELISA for B, burgdorferi (n = 18),
patients without serologic evidence of Lyme disease (n=17),
and normal controls (n = 17). Bars represent the arithmetic mean
response in each group.

Alle 17 seronegativen Patienten wurden im Frihstadium intensiv antibiotisch
behandelt; es ist jedoch bekannt, dass einige Patienten unvollstandig auf die

Behandlung reagieren und sich Spéatfolgen entwickeln (gemeint ist also eine
chronische Lyme-Borreliose, Anm. d. Verf.).



Die antibiotische Frihbehandlung fihrte zur Elimination der meisten
Spirochaten, so dass die Immunantwort sistierte, bevor sich eine anhaltende
B-Zell-Immunantwort etabliert hatte. — Solche Zusammenhange hatten sich
bereits bei Treponema pallidum gezeigt und bei der Rh-Inkompatibilitat (Stites
et al), (Fitzgerald et al) (21, 22).

Bei der Immunantwort erkennen T-Zellen Antigene, prasentiert von APC, die
CMH-II-Antigene prasentieren. Nachdem die T-Zellen das Antigen erkannt
haben, proliferieren sie und greifen zu Effektor-T-Zellen. Diese Effektor-Zellen
interagieren mit anderen Zellen des Immunsystems (gemeint ist die
Entwicklung von B-Zellen und somit die Produktion von AK, Anm. d. Verf.). Bei
Abwesenheit von Antigen ist die Interaktion zwischen T- und B-Zellen nicht
effektiv. Antigen ist erforderlich, um die kontinuierliche Interaktion zwischen
Effektorzellen (T-Zellen) und B-Zellen zu ermdglichen und damit die Bildung
von AK.

Unverstandlich bleibt, dass sich eine chronische LB entwickelt, obwohl
hypothetisch die antibiotische Behandlung die Spirochaten soweit beseitigte,
dass Seronegativitat resultierte. — Eine Erklarung ware, dass die Antibiotika
zunachst zu einer Reduzierung der Bakterienmasse fuhren, dass aber
Bakterien in zahlreichen Kompartimenten, insbesondere auch im zentralen
Nervensystem vom Antibiotikum nicht erreicht werden. Die zur Zeit
empfohlene (1988) Behandlung mit Tetracyclin und Penicillin produziert keine
ausreichende Konzentration im zentralen Nervensystem. Spéater auftretende

Rezidive bei chronischem Verlauf wurden auch bei Syphilis beschrieben.

Die Bedeutung von Bb fir das ZNS zeigt sich im MRT und in dem Nachweis
von intrathekalen Antikérpern bei sonst seronegativen Patienten (1)

(Stiernstedt et al, Bateman et al, Hansen et al) (23-25).

Schlussfolgerung: Bei Patienten mit (anamnestisch) EM und Symptomen einer
chronischen Lyme-Borreliose sollte die Diagnose der chronischen LB gestellt

werden. Seronegativitat selten (5% der Falle).
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LTT-Test sollte durchgefuhrt werden bei Verdacht auf chronische LB mit
Seronegativitat, insbesondere nach antibiotischer Behandlung in der

Frihphase.

Fatigue allein sollte nicht als Beweis fur chronische LB betrachtet werden. Es
sollten auch andere Symptome, insbesondere des Nervensystems und des
Muskelskelettsystems vorliegen. Die chronische Lyme-Borreliose kann durch
intravendse antibiotische Behandlung erfolgreich behandelt werden (Dattwyler
et al 1987, 1988) (26, 27).

Serologie und LTT sind Indikatoren fir die Exposition gegentiber dem Erreger,

beweisen jedoch nicht eine aktive Infektionskrankheit. (Sinngemaf)

Seronegativitat und negativer LTT bei chronischer LB stellen eine Raritat dar.

Dressler F et al (Co-Autor Steere, AC)

The T-cell Proliferative Assay in the Diagnosis of Lyme Disease

ABSTRACT

Ziel der Arbeit war die Feststellung der Sensivitat und Spezifitdt des LTT.

LB-Patienten (Arthritis, Neuroborreliose) n=42, inaktive LB im Spéatstadium n=

16, Kontrollen (mit rheumatologischen oder neurologischen Krankheiten)

n=77, Laborarbeiter n=9, gesunde Kontrollpersonen n=8.

Von den 42 Patienten mit chronischer LB hatten 19 einen positiven LTT, bei

77 Patienten mit anderen Erkrankungen war der LTT in 4 Fallen positiv.

Die Sensivitat betrug 45%, die Spezifitat 95%.

4 von 9 gesunden Laborarbeitern hatten einen positiven LTT, bei 9 gesunden

Kontrollpersonen war der LTT negativ.
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Schlussfolgerung: LTT hilfreich in einer kleinen Untergruppe von Patienten mit
spater Lyme-Borreliose und negativen bzw. grenzwertigen Antikorpern
(ELISA).

Im Fruhstadium fuhrt antibiotische Behandlung in einem geringen Prozentsatz
nicht zur Eradikation, insbesondere bei Ausbreitung der Erreger im ZNS. Folge
sind Encephalopathie, Polyneuropathie oder spinale Schmerzen. Arthritis

selten, Arthralgien ohne entziindliche Erscheinungen haufiger.

Frihe antibiotische Behandlung vermindert oder verhindert AK-Bildung.
(Dattwyler et al) (4)

17 Patienten, antibiotische Behandlung wegen EM, nachfolgend
Polyneuropathie, leichte Arthritis, Myalgien, Arthralgien, Fatigue.

Alle 17 Patienten seronegativ (ELISA und Western-Blot)

14/17 Patienten LTT positiv!! (Dattwyler et al) (4)

LTT positiv in 11/12 Patienten mit LB, allerdings auch in 8/12 bei gesunden

Kontrollen. Daher Spezifitdt angezweifelt (Zoschke) (7)

Methode des LTT
- Lymphozyten zentrifugieren
- Inkubation in sublementiertem Medium (RPME 1640)

- Sublementierung: inaktiviertes Humanserum, Hepes-Puffer, Glutamin,

Penicillin, Streptomycin, Natriumbicarbonat
- Einfrieren bei -70 Grad (flussiger Stickstoff)
- Auftauen
- Waschen
- Reinkubation im sublementierten Medium
- Kleiner Teil inkubiert mit Mitogen oder Antigen (Test)
- Ein anderer Teil im sublementierten Medium (Kontrolle)
- Feuchtkammer 37 Grad, 5% CO2
- Lysierte Bb (Stamm G 39/40) und B hermsii
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- Herstellung eines Rekombinanten 65-kD heat-shock Protein von M.
tuberculosis

- Zugabe optimaler Konzentrationen der Antigene und des Mitogens

- Nach 5 Tagen Zugabe von radioaktivem Thymidin
iH-Thymidin

- Nach 18 Stunden Zellen geerntet

- Aktivitatsaufnahme gemessen

- Sl von mindestens 10 positiv
(entsprechen 3 Standardabweichungen Uber dem Mittelwert von 9

Kontrollpersonen)

Ergebnisse
Vergleich seronegativ / seropositiv

(bei Lyme-Arthritis oder chronische LNB)
Anzahl: 5 seronegativ, 62 seropositiv

Seronegative hatten alle EM

Bei Seropositiven 50% EM

Arthritis: seronegativ 0, seropositiv 35%

Antibiotikum im Fruhstadium:

Seronegativ 60%, seropositiv 15%

Dauer der Krankheit:

Seronegativ: 4 bis 74 Monate, seropositiv 3 bis 324 Monate

Ansprechen auf laufende Therapie: seronegativ 100%, seropositiv 50%

5 Seronegative chronische LB

LTT 3/5 positiv

Serologie bei 2 Fallen keine Banden im Westernblot, bei den tbrigen 3
Fallen: Banden 41 bzw. 21, 41 bzw. 21, 30, 34, 41, 58

Symptomatik der 5 seronegativen Patienten: Gonitis, Fatigue, Dysasthesien,

Kopfschmerz, Encephalopathie, Arthralgien
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S| (Stimulationsindex) bei LB in einer beachtlichen Zahl positiv, Mittelwert Gber
10, bei inaktiver Krankheit unter 10

Bei Kontrollen Sl negativ, bei Laborpersonal jedoch haufig positiv, bei anderen
Krankheiten nur in Einzelféallen positiv, ganz (berwiegend bei sonstigen
Krankheiten LTT negativ.

(vgl. figure 1, Seite 13)

Stimulation mit Bb-Erregern (ganze Bb) bzw. lysierte B hermsii. Stimulation mit
Bb wesentlich effektiver als mit anderen Antigenen.
(vgl. figure 2, Seite 14)

Sl bei LB, gesunden Personen, Laborpersonal, Patienten mit sonstigen
Krankheiten (vgl. table 3, Seite 14)

Lyme Disease Healthy Controls Other Diseases
Borrelia | . Fibro-
Arthritis  Neuro. Inactive Lab " Normal Rheum. Neuro. myalgia
2
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Figure 1. Cellular immune responses. Stimulation indices (SJ) to B. burgdorferi antigens in patients with Lyme disease, in healthy
controls, and in patients with other illnesses. (O = patients with Lyme disease who had negative or indeterminant responses by
ELISA; = normal ranges; horizontal bars represent mean values; and vertical bars show 1 standard deviation; neuro =
neurclogic; and rheum = rheumatologic).
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Whole B. burgdorferi n=53 r=0.85 p<0.001

40 -
301

20
Sonicated B. hermsii  n=79 r1=0.66 p<0.001 .

Stimulation index

10 A

65kD Stress Protein of M. tuberculosis n=46 r=0.80 p<0.001
—-

I T T T T T |
0 10 20 30 40 50 60 70 8‘5

Sonicated B. burgdorferi (Sl)

dices among Case Patients and Control Subjects*

Table 3. Stimulated Counts and Stimulation In
X " i Stimulation
i an Background Mean Stimulated Mean v
Variable Patients Mg‘\;:l ma& ggg:;l - Count \Runge) Inde, (Range!
n
Lyme disease X 18,1 10.6-R4.9,
Arthritis 27 189 (40-792) 2601 (40-11 K32 ) 0.l
Neurologic 15 265 (43-1099) 3553 (54-13 206} R b
Inactive 16 262 (41-876) 2267 (85-15 RIS SJULL R4
Health controls
Borrelia Yaboratory 9 291 (55-997) 2897 (ﬂﬁ-i'::. 510.‘) l}:z 10.4-69.9)
Normal 9 627 (91-1624) 953 (104-2629) 2310318
Other diseases
Rheumatic 34 526 (32-2516) 931 (36-913%) i: “‘,-i'sz-:’
Neurologic 20 255 (45-897) 892 (39-'-56-, ) o ':N'i; s )
Fibromyalgia 23 232 (60-783) 961 (247572 =4 104-9.1

* Cpm = counts per minule.
+ Stimulation index = cpm (test): cpm (control).



15

Krause A et al
T cell proliferation induced by Borrelia burgdorferi in patients with Lyme

borreliosis. Autologous serum required for optimum stimulation

24 Patienten mit LB (seropositiv und seronegativ)
30 Patienten mit Arthritis anderer Genese
20 Gesunde

Stimulation: Ganze Bb

Autologes Serum

LB-Patienten: LTT stark positiv im Vergleich zu Gesunden und auch zu
Arthritis-Patienten ohne LB

Nach antibiotischer Behandlung LTT riicklaufig

LTT bei LB-Patienten: Reaktion bei Bb starker als bei Einsatz von T.
phagedenis

Schlussfolgerung: LTT wichtiges diagnostisches Werkzeug, insbesondere bei
Arthritis und Seronegativitat

Negativer LTT ist ein starkes Indiz gegen eine aktive LB

In der Studie wurden die Lymphozyten mit autologen Seren inkubiert. Dabei

LTT starker positiv als bei Inkubation mit allogenen oder heterogenen Seren

Zoschke DC et al

Lymphoproliferative responses to borrelia burgdorferi in lyme disease

Abstract

12 Patienten mit LB

12 gesunde Kontrollen

LTT positiv bei 11/12 LB-Patienten, 8/12 gesunden Kontrollen

Folgerung: LTT bei gesunden haufig positiv
(Allerdings LTT bei Patienten signifikant héher als bei gesunden Kontrollen,
vgl. Table 1, Seite 17, Anm. des Verf.)
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Folgerung der Autoren: Derzeitig positiver LTT schwer zu interpretieren, bei
vieldeutigen (ambiguous) klinischen Situationen.

Methode

- Lymphozyten inkubiert in Kochsalzldsung mit 6% Betastarke

- Waschen

- Resuspendiert in Medium (Hepes, Penicillin, Streptomycin, humanes
hitzeinaktiviertes Plasma)

- Zusatz von B. burgdorferi Organismen, spezifischen recall-Antigenen oder
Mitogen

- Spirocheten von 3 verschiedenen Isolaten

- Zusatz von ganzen Bb, Konzentration 1 Mio Organismen/Probe

Die recall-Antigene (Candida albicans) und Tetanustoxoid wurden tber Nacht
dialysiert, um inhibitorische Praservative zu entfernen.

Mitogen diente zur Positivkontrolle.

Kultur fir 136 Stunden.

Danach 6 Stunden radioaktives Thymidin.

Messung der inkorporierten Radioaktivitat.

Aus 3 Zell-Isolaten wurden Borrelien in Kultur geztchtet fur 5 bis 7 Tage.

Eine Million Organismen von diesen (gemischten) Bb-Kulturen aus den drei
Isolaten wurden zugesetzt, Konzentration von 1 Million Organismen pro Kultur

fuhrte zu einer optimalen Antwort.

SI (LTT) bei Patienten signifikant gro3er als bei gesunden Kontrollen, siehe
Table 1, Seite 17

8/12 Gesunde zeigten signifikant positiven LTT.
(LTT bei LB jedoch signifikant hoher als bei gesunden Kontrollen, Table 1,
Seite 17)
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Bei Testung von Patient und Kontrolle an ein und demselben Tag zeigte sich
nur bei 5 von 12 Fallen bei den Borreliose-Patienten ein signifikant hoherer
LTT.

LTT bei Gesunden unter Einsatz von Bb aus 3 Isolaten, wobei der LTT auf Bb

dem auf recall-Antigenen entsprach.

Table 1. Clinical Characteristics and Lymphocyte Proliferative Responses to Borrelia burgdorferi in Patients with
Lyme Disease and Healthy Controls

Patients with Lyme Disease A S Healthy Controls
Patient Clinical Findings ELISA  B. burgdorferj Background Stimulation B, burgderferi Background  Stimulation
Yalue* Response Responset [ndex Response Responset Index
{5 Cranial nerve palsy;
arthritis _ 0.65 7313% 826 8.9 4 501% 762 5.9
2 }.Icnrt block;_ arthritis 1.49 22 9481%§ 212 108.2 5515¢% 312 17.7
3 Eryth_c!na migrans 1.08 625318 662 9.5 2 901k 1120 2.6
4 At‘lht‘!l!s 0.49 8 36818 254 329 2 128+ 34 62.6
) Arthritis 1.63 14 1311% 1 419 9.9 131 98 1.3
6 E_rylhc_ma migrans 0.29 7461%° 83 89.9 3510k 301 1.6
; K]rﬁ{ bite; arthritis 0.14 1 B30t 138 13.3 495 34 14.6
rthritis 0.94 2 101 1 101 1.9 395 2
9 Tick bite; cranial g it vy
nerve palsy 0.54 110451% 987 L] 4 126% 984 4.2
10 Tick bite; arthritis 0.90 17354 162 10.7 ' e 7
11 Tick bite; erythema : LU i o
migrans; arthritis 0.34 12 438 1 124 111 11 427% 2
12 Tick' bite, erythema : - g
migrans 0.49 13 1704 626 21.0 11 906t 962 12..4
Mean 9 0661§ 638 27.4 4 095% 579 13,9

* ELISA = enzyme-linked immunosorbent assay at the time of lymphocyte testing.

t Mean background count/min of unstimulated cultures.,

¥ Mean &, burgdorferi response was greater than mean backpround response (P < 0,05).

§ Mean 8. burgdorferi vesponse in the patient was greater than that seen in the healthy control tested on the same day (P = 0,05).

Die Untersuchungen zeigen, dass LTT positiv sein kann, ohne dass eine Bb-

Infektion vorausging.

Hochste Sl bei Patient mit erfolgreicher antibiotischer Behandlung ein Jahr
zuvor (Sache unklar, da Krankheitsverlauf nicht prazise geschildert wird, Anm.
d. Verf.), schwachste Reaktion (Patient 8), einem seropositivem Patienten mit

aktiver Arthritis.
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Sigal (3): LTT mit lysierten Bb positiv, nach antibiotischer Behandlung negativ.
— Zoschke (7): LTT kann lange nach erfolgreicher antibiotischer Behandlung

persistieren.

Zoschke weist auf methodische Unterschiede zwischen seiner Arbeit (7) und
der von Sigal (3) hin: Frisch praparierte Bb cokultiviert mit Lymphozyten
induzieren optimale Lymphozytenantwort (Methode Zoschke). Sigal benutzte
Bb-Lysate (3).

Dattwyler (4): LTT bei seropositiven und seronegativen LB-Patienten gleich
und signifikant hoher als bei Kontrollen, jedoch Uberlappungen mit Kontrollen
bei beiden Gruppen. Dissoziation zwischen humoraler und zellularer Immunitat
wurde auf inadaquate frihe antibiotische Behandlung zurickgefihrt.
Vermutlich wurde die AK-Produktion reduziert, wahrend bei der frihen

Infektion und Dissemination die T-Zellen sensibilisiert wurden.

Positiver LTT bei Lymphozyten aus Nabelschnurblut, also bei immunologisch
naiven Zellen zeigen, dass der LTT partiell unspezifisch ist, also
gewissermalRen Mitogen-like-response. Bei Gesunden Anstieg von IgM in vitro
bei Bb-Stimulation (Sigal) (28). (In der Publikation von Sigal wird im
Wesentlichen auf die erhthte Aktivitat von B-Lymphozyten bei Lyme-
Borreliose hingewiesen, Anm. des Verf.). — Erhéhter ANA und Rheuma-Faktor
wurden bei LB beobachtet und als Aktivierung von polyklonalen B-Zellen
gedeutet (Goebel et al) (29). — Ein Lipopolysaccharid von Bb stimuliert die
normale Lymphozytenproliferation (Beck et al) (30). Lymphozyten setzen
Interleukin 1 frei unter Bb und Lipopolysacchariden, Verminderung durch
Polymyxin andert an Lisa-Antwort (Freisetzung von Interleukin 1) nichts

(Habicht et al) (31). Interleukin 1 kénnte mitogene Stimulantien verstarken.

LTT Mittelwert bei LB-Patienten hoher als bei Kontrollen, also ein gewisser
Grad von Immunspezifitdt. Zudem LTT bei Kontrollen in keinem Fall h6her als
bei Patienten.
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Durch Fraktionierung von Bb-Antigenen wird versucht, die Spezifitat zu

erhdhen.

Verbesserung des LTT ware auch moglich durch Einbeziehung von
~Eichwerten” aus einer grof3en Zahl von Kontrollen und Patienten mit LB.
(Sinngemaf): Eich-Lymphozyten von Gesunden und LB-Kranken,
Lymphozyten tieffrieren (Kyropraservation).

Die Experimente zeigen, dass LTT auch positiv ist bei gesunden Kontrollen

und somit eine positive Antwort nur geringe klinische Signifikanz hat.

Es ist klar, dass Interaktion zwischen Bb und Immunsystem auftritt. Hieraus
resultiert entweder die Beseitigung der Infektion oder die Auslésung
pathologischer  Verdnderungen bei  chronischem  Verlauf.  Solang
entsprechende Studien nicht durchgefuhrt sind, glauben wir, dass der LTT zur

Diagnose und zum Management der LB wenig beitragt.

Schempp C et al
Comparison of Borrelia burgdorferi ultrasonicate and whole B, burgdorferi cells

as a stimulus for T-cell proliferation and GM-CSF* secretion in vitro

5 LB-Patienten, 7 Gesunde

LTT-Stimulation:

ganze Bb Zellen

Sonikat

Bei ganzen Bb Zellen Reaktion bei LB-Patienten und Gesunden
Bei Sonikat LTT und GM-CSF nur erhdht bei LB-Patienten.

Verwendung von einem Stamm Bb (Sonikat oder ganze Bb).
Autologes Plasma.

Kontrollen mit pokeweed mitogen (PWM)

*granulocyte-macrophage colony stimulating factor
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Horowitz HW et al
Sustained cellular immune responses to Borrelia burgdorferi: lack of

correlation with clinical presentation and serology

51 Patienten mit EM mit zeitnah (friher) antibiotischer Behandlung

3 Monate nach Antibiotika LTT 29% positiv, 1 Jahr nach Behandlung 18%
positiv

Keine Korrelation zwischen LTT und Serologie

Schlussfolgerung: Befunde ein Jahr nach friher Behandlung eines EM LTT

kein guter Indikator fur die friihere Infektion

Buechner SA et al
Lymphoproliferative responses to Borrelia burgdorferi in patients with
erythema migrans, acrodermatitis chronica atrophicans, lymphadenosis

benigna cutis and morphea

99 Patienten

25 Patienten EM

16 Patienten ACA

13 Patienten Lymphozytom

45 Patienten Morphea (umschriebene Sklerodermie)

21 Kontrollen

LTT signifikant positiv bei EM, ACA, Lymphozytom. Bei Morphea Anstieg (im
Mittel) nicht signifikant gegentber Kontrollen (s. Tabelle Seite 21).

LTT positiv:

EM 36%
Lymphozytom 15%
Morphea 15%
ACA 50%



Schlussfolgerung: LTT hilfreich bei seronegativer LB

Antibiotische Vorbehandlung bei positivem LTT
EM 2/9

Lymphozytom 2/2

Morphea 7/keine Angabe

ACA 5/8

Lymphonyte Prohfsrative Respunses (LPHs)
~and Stimulation’ I_ndpxes (Sls) ln Panents

burgdarfari--uj;:,[ 8ls, ;o
, ean cpm Mean cpmt Maanztsnt P§ L

79,9494, i003 -

EM (n=25) s :
ABA (n.-.-.16) c >11 83:8 2 < 001,

*EM Indlcatas em‘hema migrans; AGA acrodermaﬁtls chronfca
atrophicans; and LABC, lymphadenosis benigna culis.

tBackground profiferation of unstimulated control cell cultures.

$The Sl Is calculated as counts per minute with stimulant (test) divided
by counts per minute without stimulant (controf),

§Unpaired Student’s t test was applied: P value of =,05 was considered
significant.

21
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Seronegativitat:
EM 20/25
Lymphozytom 8/13
Morphea 32/45
ACA 0/16

Ziel der Studie: Uberprifung von LTT bei frihen und spaten Formen kutaner

Manifestationen der LB (also EM, Lymphozytom bzw. ACA, Morphea)

18/25 mit EM, 4/16 mit ACA, 5/13 mit Lymphozytom und 13/45 mit Morphea
waren zuvor nicht antibiotisch behandelt worden.

Methode:

- Zentrifugieren

- Waschen

- Reinkubation im Kulturmedium

- Stimulation mit lysierten Bb-Isolaten B31
- 4 Tage Inkubation

- Zugabe von radioaktivem Thymidin

- Ernte nach 18 Stunden

Test: Zusatz von Antigen
Kontrolle: kein Zusatz von Antigen

21 Kontrollpersonen

Sl bei EM, ACA, Lymphozytom und Morphea (lokalisierte Sklerodermie)
signifikant hoher als bei Kontrollen, aul3er Morphea (p mit 0,52 nicht

signifikant).

Der LTT kann zu falschpositiven und falschnegativen Resultaten fuhren. Die
Autoren pladieren daher fur Studien mit ausgewéhlten immundominierenden

T-Zell-Antigenen.
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(Anm. d. Verf.: Wie die Fig. 2, Seite 23 zeigt, kommen bei den Kontrollen in
etwa 25% der Falle falsch positive Resultate vor, jedoch ist der positive Ausfall
bei Patienten mit Lyme-Arthritis wesentlich héher (fast 90%)).

»150 l . . ]
140 |
130
120 5
110 2
100
90 l
80
. L]
70 .
60 5 o,
50 = i
40 ' . LI
30 . i - ] i . . :
.
20 1 . % .~ . 5 ... .‘
104 o0 om” o
0 onlt ,® o &
control patients Lyme arthritis patients

Fig.2 Stimulation indices (SI) to borrelial antigens m 55 patients
with LA and 48 control patients. At the time of testing 32 of the
patients with LA (58%) had active arthrjtis and 28 (51%) ha_d Te-
ceived antibiotics before this determination. The homzan_ta! line at
SI = 6 represents the cut-off between positive and negative SI re-
sults

Breier P et al (Co-Autor Aberer)

Lymphoproliferative responses to Borrelia burgdorferi in circumscribed
scleroderma

Abstract

Umschriebene Sklerodermie (Morphea)

Erregernachweis aus Hautbiopsie

LTT positiv:

Bei Morphea mit verschiedenen anderen Manifestationen der LB
Nur Morphea, seropositiv (38% LTT positiv)

Nur Morphea, seronegativ (23% LTT positiv)

Antibiotische Behandlung reduzierte LTT

Dies beweist Bb als Ursache fur Morphea

LTT auch positiv bei seropositiven und seronegativen EM
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Schlussfolgerung: die vorliegende Studie zeigt, dass LTT unterschatzt wurde,
insbesondere ist LTT wichtig fir Diagnose einer mdglichen LB bei
Seronegativitat

Methodik

104 Patienten (siehe Table 1, Seite 25)
Morphea 19

Lyme-Borreliose 19

(chronische Muskelskelettbeschwerden)
EM9

ACA 13

Hauterkrankungen ohne LB 16
Gesunde 6

CFS1

Livedoide Vaskulitis 1

LTT-Methode
Lymphozyten dreimal gewaschen (PBS)

Konzentration der Lymphozyten im Testansatz eine Mio/ml
Penicillin, Streptomycin

Glutamin

Autologes Patientenserum

Bb ganz 1 Stamm; 1 Mio/Testansatz

Inkubation 5 Tage

18 Stunden vor Ernte Zusatz von 1y Thymidin

Kontrollen: kein Antigen oder PHA

Sl Gber 10 pathologisch (entsprechend Dressler et al) (5)

Ergebnisse
Seropositiv:
LB 100%
ACA 100%
Morphea 33%
EM 45%
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Kontrollen 0%

(au3er 1 Fall mit CFS)

Positiver LTT (siehe Figure 1, Seite 26)

(Anm. d. Verf.: Bei LB und LB-Manifestationen in zahlreichen Fallen LTT

positiv, bei Kontrollen stets negativ, abgesehen von einem Patienten mit CFS)

Antibiotische Behandlung fuhrt zu einer signifikanten Verminderung von LTT
(bei Stimulation durch Bb, nicht jedoch bei Stimulation durch PHA oder TET
(siehe Figure 2, Seite 26).

Diskussion

Serologie nicht immer zuverlassig im Hinblick auf Borrelieninfektion

Nur bei ACA wird zur Zeit angenommen, dass stets Seropositivitat vorliegt
Unter antibiotischer Behandlung Serologie erst nach Wochen oder Monaten
racklaufig

LTT positiv in einem Teil der Falle bei LB, jedoch nie bei Gesunden
Bestatigung des LTT durch Einsatz immundominierender Oberflachenproteine
(vgl. Valentine-Thon (16), Anm. d. Verf.)

Table 1. Patients and serological results (antibodies against Borrelia burgorferi tested by engyme-linked inmunosorbent assay)

Age Age
range 1] Tl lgG TG o) Ighd
n Male Female {years) {vears in range mean i

(.‘.“Zf 14 5 31 1471 54 13 01-2-0 (28 1
i 149 3 16 32-70 51 19 {rd8-20 {80 5
ECM 9 i B 2350 41 4 {H18-2+1 71 4
ACAY 13 fi 7 52-81 &7 13 0:52~2'5 185 8
NLDSDF 16 2 14 14-70 42 e 3-04 3 e
v f ; 4 2747 35 e 0:01-0-1 004
pse 1 i 18] 48 48 1 (63
R 1 1 0 72 72 (05 - :
Tatal 104 24 L8 1481 51 50 21

OB, optical density. :
*Ctreumscribed scleroderma; " chronic muscaloskeletal Lyme borreliosis; ¥ erythema chronteum migrans:  acrodermatitis chronica atrophicans;
* non-Lyme disease-associated skin disease; ' healthy volunteers; * fatigue syndrome; ® livedoid vascuitis,
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Figure 1. Stimulation indices (S1) and mean values of 81 to Borvelia
birgdorferi (Bb) antigens in patients with circumseribed scleroderma
0S4, ervthema chronicum migrans (BCM), chronic museuloskeletal
manifestations of Lyme boreeliosis (LBL acrodermatitis chronica atro-
phicans {(ACA)L non-Lyme disease-associaled skin diseases (NLDSD),
healthy volunteers (HVE livedoid vasculitis (LV) and fatigue syn-
drome (FS). (@), seropositive 1Bb) individuals: (O}, seronegative (Bb)
mdividuals, determined by engyme-linked immunosorbent assay.

cal bars show standard

Huorizontal bars represent mean values; v
deviation.
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(a) {b) S e}
10000 P 005~y 10000 poe. NB = 1000 = NS
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wE : 10}
1 1
X 0.1

o T Belore After Y Before After Before After
Treatment

Figure 2. Stimulation indices against (a} Borrelia burgdorferi (Bb), (b) phytoby
ervthema chronicum migrans (&), acrodermatitis ¢

atinin (PHA) and (¢} tetanus toxoid (TET) in patients with
enica atrophicans {3, circamsceribed seleroderma () and clronic musculoskeletal

— manifestations of Lyme borveliosis (4) before and after !intir treatment with pi;&wxymetbmmillm, amoxyeillin and celtriaxone-clavalanic

acid (NS, not signilicant}.



12.

27

Huppertz HI et al
Lymphoproliferative responses to Borrelia burgdorferi in the diagnosis of Lyme

arthritis in children and adolescents

103 Patienten mit Arthritis
55 Patienten mit LA

48 Kontrollpersonen

Medium: Glutamin, Penicillin, Streptomycin, autologes Plasma

2 Stamme von Bbss (B. burgdorferi sensu stricto)

Lymphozytenzahl: 100.000/Probe.

Optimale Stimulation bei einer Bakterienkonzentration von 100.000 — 2 Mio

Bakterien/Probe.

LTT bei LA erhoht, jedoch mehrere falschpositive und falschnegative
Resultate. Spezifitat 78%, Sensivitat 77%

Bei LA: LTT wird positiv nach antibiotischer Behandlung und bleibt positiv bis
zu 19 Monaten nach Verschwinden der LA

LTT keine Hilfe fir Prognose und Verlaufsbeobachtung

Bei einem Patienten mit LA LTT positiv, Patient seronegativ, PCR im Urin

positiv

Ergebnisse des LTT bei Patienten mit Lyme-Arthritis bzw. Kontrollpersonen
siehe fig. 2, Seite 28.

Schlussfolgerung: in seltenen Fallen kann LTT diagnostisch hilfreich sein,

wenn Klinik und Serologie nicht Gbereinstimmen
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Iig.2 Stimulation indices (SI) to borrelial antigens in 55 patients
with LA and 48 control patients. At the time of testing 32 of the
patients with LA (58%) had active arthritis and 28 (5]1%) had re-
ceived antibiotics before this determination. The horizontal line at
SI = 6 represents the cut-off between positive and negative SI re-
sults

Rutkowski S et al
Lymphocyte proliferation assay in response to Borrelia burgdorferi in patients
with Lyme arthritis: analysis of lymphocyte subsets

11 Patienten mit LA, 5 Gesunde
LTT positiv bei LA (nicht signifikant gegentber Kontrollen wegen der geringen
Anzahl an untersuchten Patienten)

Die 5 Kontrollpersonen waren Patienten, bei denen die LA abgeklungen war

und die symptomfrei waren.

Medium: Glutamin, autologes Plasma.

Stimulation: Ganze Bb in Konzentrationen von 100.000 — 2 Mio
Organismen/Probe.
Kontrollkultur mit Tetanustoxoid oder PHA.

(im Wesentlichen durch Reaktion von CD4, gering von CD8)
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Schlussfolgerung: die Ergebnisse unterstitzten den Wert des LTT bei der

Diagnose von LA

Pohl-Koppe A et al
Characterization of the cellular and humoral immune response to outer surface
protein C and outer surface protein 17 in children with early disseminated

Lyme borreliosis

Untersuchung an Kindern mit LB im dessiminierten Frihstadium. Verglichen
wurde die Antikoérperbildung und das Ergebnis des LTT.

LTT-Stimulation mit rekombinanten Proteinen (OspC, Osp1l7).

OspC wirksamer als Ospl7 beztglich AK-Antwort.

LTT-Werte bei Stimulation mit OspC wesentlich hoher als bei Ospl7.

Positiver LTT bei Stimulation durch OspC mehrere Monate nach antibiotischer

Behandlung.

Schlussfolgerung: OspC potentes Antigen bei der humoralen und zellularen
Immunitat, wahrend Ospl17 eine nur geringe Rolle spielt.

Vaz A et al (Co-Autor Steere AC)
Cellular and humoral immune responses to Borrelia burgdorferi antigens in

patients with culture-positive early Lyme disease

ABSTRACT:

Studie Uber zellulare und humorale Immunantwort auf Bb. Einsatz von Lysaten
und rekombinanten Flagellin, OspC und OspA in der akuten Frithphase und in
der Konvaleszenz nach antibiotischer Behandlung. 39 kulturpositive Patienten

mit Erythema migrans, 20 gesunde Kontrollen. Untersuchungszeitpunkt im
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Mittel 4 Tage nach Auftreten des EM. 51% der Patienten positiver LPT
(Lymphozytenproliferationstes), 72% Nachweis von AntikGrpern gegen
mindestens 1 der eingesetzten Antigene. — In der Konvaleszenz nach
antibiotischer Behandlung LPT positiv bei 64% der Patienten und Antikdrper
(mindestens gegen 1 Antigen) in 95% der Patienten. — LPB haufig positiv bei
Einsatz von OspA, OspC und Flagellin (FlaB). Humorale Antwort haufig positiv
bei OspC und FlaB, jedoch selten bei OspA. Haufigkeit des positiven LPT bei
lokalisiertem Frihstadium bzw. disseminiertem Frihstadium &hnlich.
Humorale Antwort (Bildung von Antikérpern) bei Patienten mit Dissemination
haufiger. Positiver LPT und Nachweis von Antikdrpern im Fruhstadium haufig.
— OspA oft verbunden mit positivem LPT, jedoch selten mit humoraler Antwort
(OspA-AK).

Methode:
52 Patienten mit EM, Kriterien nach CDC erfillt.

Lokalisiertes Fruhstadium: EM, regionale Lymphadenopathie, leichter

Kopfschmerz oder Muskelschmerz.

Disseminiertes Frihstadium: EM, sekundar annulare Hautlasionen, Arthritis,

Arthralgien, Kopfschmerz, Nackensteifigkeit oder Facialisparese.

Erregernachweis (positive Kultur) bei 75% der Patienten mit LB (39/52

Patienten).

Nur Kultur-positive Patienten wurden in die Studie Uber die zellulare bzw.

humorale Immunantwort einbezogen.

Antigen fur LTT: Lysat B sensu stricto (1 Stamm).

Rekombinante Antigene (OspA, OspC, FlaB).

LPT (Lymphozytenproliferationstest):
500.000 Lymphozyten/Probe
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Humanes AB-Serum

Glutamin

Penicillin

Streptomycin

Hepespuffer

Antigene: Lysat Bss (1 Stamm)
Rekombinante Antigene: (FlaB, OspC, OspA)

Klinische Daten der Patienten: Mittlere Dauer zwischen Zeckenstich und EM 9
Tage, mittlere Dauer zwischen Auftreten von EM und Behandlungsbeginn 4

Tage. Sonstige Daten siehe Table 1, Seite 31.

TABLE 1. Clinical characteristics of 39 patients with EM

Characteristic Value”

Median (range) age (yr). 50 (16-78)
Sex

Male : ST eas s SIS YRS sha i 21 (54)

Female........ ; 18 (46)
Tick bite history at site of EM 10 (26)
Median (range) duration from tick bite to EM (days)........ 9(1-21)
Median (range) size of EM lesion (Cm)....c..coovevenrercnriennne 10 (5-21)
Secofidary-annaka TeRIORE ... I8 ol i et ibiss 8(21)
Median (range) duration from onset of EM to

treatment (days) e e 4 (1-21)
Associated symptonss

Malaise....... 18 (46)

Fatigue....... N e T

Headache........ v 19 (49)

Neck stiffness et B S b )

Arthralgias. o 18 (46)

Fever ...... . PR S [ 8

Chills .. 18 (46)

i 0 SIS M RS el i 11 (28)

Baclcache.......cociviis ; e )

ANOrexia .......ooeveinene evaisn L1
Treatment

Doxycycline ........ .33 (85)

Amoxicillin T )

Celimne pxetil e e e 1(2)

Median (range) duration from beginning of therapy

to resolution of symptoms, (days) 6 (2-21)

? Number (percent) unless otherwise indicated,

Ergebnisse:

Kein Patient zeigte nach antibiotischer Behandlung (Doxycyclin, Amoxicillin

oder Cefuroxim) noch Krankheitsmanifestationen der LB.

LTT positiv bei 17/39 Patienten, d.h. 44%. Bei Einsatz von Lysat Bb LTT

doppelt so haufig, wie bei Einsatz einzelner Antigene, vgl. Table 2, Seite 32.
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Die graphische Darstellung der zellularen Immunantwort auf die
verschiedenen eingesetzten Antigene im akuten Frihstadium und in der

Konvaleszenz sind in Fig. 1, Seite 32 dargestellt.

40

40

Stimulation Index
Stimulation Index

Acute Convalescent

FIG. 1. Cellular inmune responses to B. burgdorferi lysate and recombinant spirochetal proteins are shown, as determined by proliferation
assay. Antigen-induced proliferation (counts per minute) was divided by proliferation in the absence of antigen to obtain a stimulation index. The
cross-hatched area represents the mean value plus 3 SD for 20 healthy control subjects. The bar indicates the mean value of patients’ responses.
The values were slightly greater in convalescent-phase samples than in acute-phase samples, but the differences were statistically significant only

for FlaB (P = 0.01).
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In der Akutphase war der LTT in 51% der Félle, in der Konvaleszenz bei 64%

der Patienten positiv.

Die humorale Antwort war in der akuten Phase in 41% positiv (meistens IgM-
Antikorper), in der Konvaleszenz zeigten 95% der Patienten eine humorale

Antwort auf 1 oder mehrere der eingesetzten Antigene.

Von den 39 Patienten befanden sich 13 im lokalisierten Frihstadium, 26 im

disseminierten Frihstadium.

Die zellulare Immunantwort war bei lokalisiertemm bzw. disseminiertem

Frahstadium gleich.

Die humorale Antwort war bei Patienten im disseminierten Frihstadium grof3er
als im lokalisierten Friuhstadium. Dies gilt insbesondere auch fur die
Konvaleszenz-Phase. Zu diesem Zeitpunkt, d.h. nach antibiotischer
Behandlung lag Seropositivitdt bei lokalisiertem Frihstadium in 81%, beim

disseminierten Frihstadium in 95% der Félle vor.

Es bestand keine Korrelation zwischen der zellularen und der humoralen

Antwort, weder im Akutstadium, noch in der Konvaleszenz.

Diskussion:

Die Studie enthalt eine hypothetische Erlauterung der Dissoziation zwischen
der zellularen und humoralen Antwort. Nach Auffassung der Autoren genugt
fur die zellulare Immunantwort eine kleine Menge von Antigenen, im
Gegensatz zur humoralen Antwort, bei der die Menge an Antigenen zur
Stimulation der Antikérper-bildenden B-Zellen variiert. Insbesondere die
Menge an intaktem OspA, das von den Lymphknoten drainiert wird, ist
offensichtlich unzureichend, um die B-Zellen zur Antikorperbildung zu

aktivieren.
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Zitiert wird die Arbeit von Dattwyler aus 1988 (4) in der auch bei seronegativen
Patienten ein positiver LTT nachgewiesen wurde. Andererseits wird verwiesen
auf die Arbeit von Dressler et al, Co-Autor Steere (5) und die Publikation von

Zoschke et al (7), wonach es dem LTT an Sensivitat und Spezifitdt mangelt.

Die Autoren formulieren: Wegen der in der Literatur geaufR3erten mangelnden
Sensivitdt und Spezifitat pladieren wir nicht fir den Einsatz des LTT zur
Stutzung der Diagnose einer LB. Andererseits zeigt die vorliegende Studie bei

Patienten mit Erregernachweis, dass der LTT zuverlassige Resultate liefert.

(Anm. d. Verf.: Die Autoren gehen also nicht auf die zunachst erwéhnte
Problematik ein, dass der LTT bei Seronegativitat positiv sein kann, wie dies
die Arbeit von Dattwyler aus 1988 zeigt. Die Feststellung, dass Sensivitat und
Spezifitat des LTT unzureichend sind, steht in keinem logischen
Zusammenhang zur Konstellation ,positiver LTT bei Seronegativitat‘. Uberdies
wurde durch methodische Verbesserung inzwischen eine Sensivitdt und
Spezifitat des LTT erreicht, der den Werten bei serologischen Untersuchungen

nahekommt).

Valentine-Thon E et al

A novel lymphocyte transformation test (LTT-MELISA) for Lyme borreliosis

ABSTRACT

LTT mit rekombinanten Antigenen: OspC (Ba), p41-1 (Bg), p41-2 (Ba) und
p100 (Ba)

30 seronegative gesunde Kontrollpersonen, 68 Patienten getestet beziglich
Reproduzierbarkeit, 54 LTT-MELISA positive Patienten untersucht vor und
nach antibiotischer Behandlung.

86% der LTT-MELISA positiven Patienten seropositiv und Symptome einer
aktiven LB.
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Spezifitat 97%, Reproduzierbarkeit 93%.

Nach antibiotischer Behandlung 91% negativ oder erheblich reduzierter LTT-

MELISA in Korrelation mit klinischer Verbesserung.

EINLEITUNG

Bss einziger atiologisch wirksamer Erreger in USA

EM nur in 60% der LB-Falle.

Frihe antibiotische Behandlung der LB st entscheidend, um eine

Chronifizierung zu verhindern (Dattwyler et al, 1988) (4).

Methode von LTT in friheren Publikationen siehe Table 1, Seite 37.

LTT umstritten (Wilske, 2003) wegen geringer Sensivitat, Spezifitdt und
Reproduzierbarkeit.

Ursache fur die mangelnde Qualitat des LTT:
- Zu geringe Lymphozytenkonzentrationen (unter 250.000 Zellen pro Test)
- Unzureichend definierte heterogene Antigene in Form von Lysaten von

ganzen Bb oder Nachziichtungen in Kulturen

LTT-MELISA hat drei Vorteile:

- Hohe Zellkonzentration (1 Mio Zell pro Test)

- Einsatz des memory lymphocyte immunostimulation assay (MELISA)

- Einsatz von eindeutig definierten rekombinanten Borrelia-spezifischen

Antigenen

MELISA: memory lymphocyte immunostimulant assay, Stejskal et al, 1994

eingesetzt zum Nachweis von Metallallergie (32).
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Ubersicht tUber verschiedene, beim LTT eingesetzte Antigene (Table 1, Seite
37).

METHODE

Es wurden 8 rekombinante Borrelia-spezifische Antigene verwandt, entwickelt
im  Pettenkofer-Institut Munchen, hergestellt durch Microgen. Diese
rekombinanten Antigene finden seit Langem Verwendung bei ELISA und
Westernblot. Sie sind abgeleitet von allen drei Genospezies und schliel3en die
immunodominanten Epitope ein, sowohl fur die frihe Antwort (IgM) als auch
fur die spate Antwort (IgG). Es wurden in Vorstudien Konzentrationen
herausgefunden, die weder zytotoxisch noch mitogen sind. Blutentnahme,

innerhalb von 24 Stunden Lymphozyten eingebracht in LTT-MELISA.

Lymphozyten gespeichert in 20%-Medium mit Hepes, Gentamycin, Glutamin

und hitzeinaktiviertem Human-AB-Serum.

Testung in LTT-MELISA gegen 4 bis 8 verschiedene rekombinante Borrelia-

Antigene.

SI-Norm unter 3.

Nach Voruntersuchungen wurden nurmehr folgende Antigene eingesetzt:
- OspC (Ba)
- p4l-1(Bg)
- p4l-2 (Ba)
- pl00 (Ba)
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ERGEBNISSE

OspC (Ba) Marker fur Frihinfektion, p100 Marker fur Spatstadium, 2 interne
Fragmente von p41 reprasentativ fur 2 verschiedene Genspezies (Bg, Ba) und

somit héhere Spezifitat als bei Verwendung des gesamten p41.

Von 244 Patienten mit Verdacht auf Borrelieninfektion oder Lyme-Borreliose

war bei 90 Patienten der LTT-MELISA positiv, d.h. in 36,9% der Falle.

LTT-positive Patienten: 86% seropositiv (ELISA und / oder WB).
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LTT-MELISA nach antibiotischer Behandlung: von 32 LTT-positiven wurden 25
negativ und 7 zeigten eine Verminderung (Table 3, Seite 38).

Von den untersuchten 244 Patienten lagen nur fur 35 Patienten klinische

Daten vor: alle 35 mit LB

9/35 LTT-positiv, aber seronegativ
(davon 7 mit Symptomen einer LB, 1 mit Zeckenstich 12 Tage zuvor (ohne

Symptome), 1 beschwerdefrei).

LTT-MELISA negative Patienten: 71% seropositiv
60% asymptomatisch, 41% hatten uncharakteristische = Symptome
(Kopfschmerz, Fatigue, Gelenk- und Muskelschmerzen, Ekzeme,

Facialisparese, Burn-out-Syndrom).

(Anm. d. Verf.: LTT-MELISA also wahrscheinlich nicht ausreichend sensitiv im
Hinblick auf Krankheitsaktivitat).

Spezifitit 97%

(Kontrollperson gilt auch als negativ, wenn nur ein einziges Antigen tber 3 ist).
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Reproduzierbarkeit 93%.

Sensivitat wurde in der vorliegenden Studie nicht ermittelt.

LTT-MELISA negativ unter antibiotischer Behandlung:

LTT-Negativitdt wahrend Antibiose oder 4 bis 8 Wochen nach
Behandlungsende

In 7/25 Fallen unter Antibiose keine LTT-Negativitdt, jedoch deutliche
Reduzierung des LTT-Befundes

DISKUSSION

Vorteile LTT-MELISA:

Hohere Anzahl von Lymphozyten

Nicht mitogenes Humanserum

Nicht mitogene und nicht zytotoxische Antigene

Reduzierte Anzahl von Monocyten (Literatur angegeben)

Neben radiologischer Messung auch morphologische Analyse, um die
Proliferation zu  definieren: Vermeidung von falschpositiven und

falschnegativen Resultaten.
Publikation ist die erste Studie von LTT-MELISA bei Infektionskrankheit.
Zweiter wesentlicher Vorteil:

Gut charakterisierte rekombinante Borrelia-Antigene.
(Antigene serologischer Testverfahren).

Friihere LTT-Methoden: Bakterienlysate oder Uberstand von Kulturen
Vergleiche Table 1, Seite 37

In zahlreichen Studien ausschlie3lich Verwendung von Lysaten von ganzen
Bb.
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Lysate enthalten:
- mitogene Substanzen
(bakterielle Lipopolysacharide)

- multiple antigenetisch wirkende Epitope

Lysate, Uberstande schlieBen in vivo entstandene Antigene aus, die die

serologische Diagnostik verbessern.

Rekombinante Antigene reduzieren den nichtspezifischen Hintergrund der
Proliferation.

Verbessern damit Spezifitat.

Andererseits: Spezifitat wird bei Einsatz von recombinanten Antigenen zwar

verbessert, aber noch problematisch (Bauer et al, Kalish et al) (33, 34).

Entscheidendes Fazit: Rekombinante Antigene und optimaler LTT (also LTT-

Melisa, Anm. d. Verf.) sind entscheidend.

Dissoziation LTT / Serologie:
- Hinweis auf Dattwyler-Arbeit Gber seronegative Patienten und positivem
LTT

Seronegativitat moglicherweise bedingt durch:

- Immunsuppression

- Verzogerte humorale Antwort

- Sequestrierung von Antikorpern

- Inadaquate Untersuchungsmethodik (Stanek, Strle, 2003; Wilske, 2003;
Aguero-Rosenfeld et al, 2005)

Westernblot sensitiver als ELISA

Spezifitat bei LTT-MELISA 97%
In friheren Arbeiten Spezifitat vergleichsweise gering.

Reproduzierbarkeit von LTT-MELISA 93%.
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In friheren Arbeiten wird Reproduzierbarkeit nicht benannt.

Ausnahme: Be-LPT Reproduzierbarkeit 92% (Stange et al, 2004) (38).

Wegen rascher Reaktion LTT besser geeignet als serologische Untersuchung
zur Beurteilung des Therapieerfolges bzw. Misserfolges (dann erneut
antibiotische Behandlung oder andere antibiotische Behandlung).

Unter antibiotischer Behandlung LTT ricklaufig, aber nicht negativ (Breier und
Stanek, 1995; Krause et al, 1991; Vaz et al, Co-Autor Steere, 2001) (6, 11, 15)

In der Vaz-Arbeit Diskrepanz bedingt durch methodische, protokollarische und

cut-off-Differenzen gegenuber vorliegender Arbeit.

Bei LTT sollten nur akkreditierte Laboratorien tatig werden. Die Laboratorien
sollten ihren cut-off und ihre Reproduzierbarkeit der Daten fortlaufend
Uberprufen. Unter diesen Bedingungen hat LTT-MELISA oder gleichwertige
LTTs diagnostische Bedeutung, insbesondere bei unklaren serologischen und
klinischen Situationen.

Von Baehr, V et al
Untersuchungen zur diagnostischen Wertigkeit des

Lymphozytentransformationstestes bei Patienten mit Borreliose

ZUSAMMENFASSUNG

LTT (Lymphozytentransformationstest): Methode, die Bb-Infektion mdglichst

frih anzeigt

Stimulation: 3 Lysat-Antigene + rekombinantes OspC

Validierung:
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136 Gesunde (100 seronegativ, 36 seropositiv)
44 Patienten mit Lyme-Borreliose (LB), alle seropositiv

LTT:
- Sensivitat 91%
- Spezifitat 94%

820 Patienten mit klinischem Verdacht auf Borrelisoe:

LTT / Serologie:

- beide positiv bzw. beide negativ, also tbereinstimmend 77%
- Serologisch positiv, LTT negativ 20%

- Serologisch negativ, LTT positiv 2,6% (33% mit EM)

LTT unter antibiotischer Behandlung:

- Frihstadium: antibiotische Behandlung, LTT wird negativ (92%) oder
grenzwertig

- Spatstadium: antibiotische Behandlung, LTT wird negativ (57%),

grenzwertig (36%), weiter positiv (9%)

LTT bei Verlaufsbeobachtung nach antibiotischer Behandlung:

- Frihstadium: antibiotische Behandlung, LTT bleibt negativ
(Ausnahme: 1/6 Félle, leichter Wiederanstieg LTT, Arthritis)

- Spatstadium (Uber 2 Jahre): antibiotische Behandlung fihrt zu
negativem LTT (ca. 50%) bzw. Rickgang des LTT, in einigen Fallen
jedoch Wiederanstieg von LTT mit Zunahme der Beschwerden,
mitunter auch noch rezidivierende Beschwerden, trotz anhaltend

negativem LTT

EINLEITUNG

Serologische Befunde erst mehrere Wochen nach Infektionsbeginn
pathologisch

IgM und 1gG Antikdrper kdnnen persistieren trotz Ausheilung
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Seronegativitat schlie3t LB nicht aus

CD4'Ty-Zellen (= antigenspezifische T-Helferlymphozyten):
- Effektorzellen
- T- und B-memory-Lymphozyten
- Proliferation:
CD4'T-memory-Zellen proliferieren in Anwesenheit von APC und

Proteinantigenen

Synonyma:
- LTT (Lymphozytentransformationstest
- LPT (Lymphozytenproliferationstest)

- Lymphozytenaktivierungstest

Blutlymphozyten von Borreliosepatienten proliferieren in Anwesenheit von

Borrelienlysaten

Antibiotika: LTT geht zurlick: Hypothese: borrelienspezifische T-Helferzellen
nur dann im Blut vorhanden, wenn aktive Auseinandersetzung des

Immunsystems mit Borrelien im Wirtsorganismus vorliegt.

In der Literatur Berichte Uber falschpositive und falschnegative LTT-Tests.
METHODE

Probanden und Patienten

Validierung:

Seronegative Kontrolle (n=100)

Patienten mit klinischer Borreliose (n=44)

LTT-Studie:

Patienten mit klinischer Verdachtsdiagnose Borreliose (n=820)

Seropositive klinisch gesunde Probanden (z.B. Waldarbeiter) (n=36)
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Labormethoden:
Zellkultur, Inkubation 6 Tage, 12 Stunden vor Zellernte 3H-markiertes

Thymidin

Zusatze:

- Interferon a
Zur Verbesserung der Antigenprasentation und Unterdrickung
unspezifischer Zellaktivierungen

- Polymyxin B
Zur Hemmung von Lipoiden und Lipoproteiden in den Borrelienlysat-

Antigen-Praparationen
Stimulationsindex (SI):
S| 3-5 = schwach positiv
S| Uber 5 = Testergebnis positiv

LTT positiv bei 2 Antigenen tber 3

ERGEBNISSE

LTT negativ:
- Kontrollgruppe seronegativ 89%
- Probanden seropositiv, gesund 75%

- Patienten mit LB seropositiv 9,1%

LTT positiv:

- Kontrollgruppe seronegativ 1%
- Gesunde seropositiv 8,3%

- LB-Patienten 91%

Serologie / LTT:
- Serologie und LTT positiv 37%
- Serologie und LTT negativ 40%



Serologie positiv, LTT negativ 20%
Serologie negativ, LTT positiv 2,6%

Nach antibiotischer Behandlung:

Serologie positiv, LTT negativ 85%

LTT positiv (n=340)

4 Antigene 48%

3 Antigene 22%

2 Antigene mit OspC 19%
2 Antigene ohne OspC 7%
Nur OspC positiv 4,5%

Also LTT in 95% positiv (Reaktionen auf mindestens 2 Antigene)

Antibiotische Behandlung

Frihmanifestationen (n=90)

Nach antibiotischer Therapie 91% LTT negativ

Spéatmanifestationen (n=70)

LTT negativ 57%, LTT schwach positiv 35%, pos. 9%
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Bei Spatmanifestationen mit persistierendem positiven LTT Therapieresistenz

(d.h. persistierende Beschwerden).

Spéatmanifestationen (langer als 2 Jahre):

Unter antibiotischer Behandlung LTT wiederholt negativ mit zwischenzeitlichen

klinischen Rezidiven

DISKUSSION

Interferon a hemmt unspezifische Proliferation und férdert Funktion von APC,

dadurch Trennschéarfe verbessert

Polymyxin B eliminiert unspezifische aktivierende Lipoproteide / Lipoide aus

Borrelienlysaten, sowie Spuren von LPS aus E. coli (die rOspC exprimieren)
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Nur OspC geeignet, andere rekombinante Borrelienproteine haben zu geringe
Spezifitat

Bei Chargenwechsel der Testantigene muss Testantigendosis neu ermittel

werden (im Vergleich zu vorausgehenden Chargen)

LTT fir LB spezifisch, da nach antibiotischer Behandlung LTT negativ wird.

(Widerspruchliche Literaturmitteilungen werden benannt, Anm. d. Verf.)

Nach Uberwindung der Borrelieninfektion durch Antibiotika verschwinden T-

Helferzellen aus dem Blut und wandern in Lymphknoten und Milz

Negativer LTT-Test bedeutet nicht Borrelienheilung. Infektion kann trotz
Antibiotika persistieren oder ein erneuter Schub (Beschwerden) kann auftreten

Heterozygoter Arg753GIn-Polymorphismus des TLR2 bei Spatmanifestationen
seltener, also moglicherweise Dispositionsfaktor flr Spatmanifestationen

Autologe Seren verstarken LTT-Test: Antikdrperimmunkomplexe (in autologen

Seren) begulnstigen Aufnahme der Borrelientestantigene in den APC

ZUSAMMENFASSUNG

LTT indiziert LB bei Frihmanifestationen bevor Antikorper vorliegen, bei
positiver Serologie LTT nicht erforderlich

LTT indiziert aktive Borrelieninfektion

LTT wichtig fir Beurteilung der antibiotischen Behandlung, entscheidend

jedoch selbstverstandlich klinischer Verlauf

LTT-Kontrolle frihestens 4 bis 6 Wochen nach antibiotischer Behandlung, da
nach Behandlung tberlebende Borrelien wieder aktiv werden kdnnen und da
borrelienspezifische T-Zellen erst nach einigen Wochen aus dem Blut

verschwinden
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Wahrend antibiotischer Behandlung LTT negativ, nach Beendigung der
Antibiose LTT mdglicherweise erneut positiv

Falsch positive Ergebnisse (Wilske und Fingerle) (18) wahrscheinlich bedingt
durch zu hohe Dosis der Testantigene

Kreuzreaktion bei Allergien, Autoimmunerkrankungen und Virusinfekten

weitgehend ausgeschlossen

LTT zeigt Borrelieninfektion an, allerdings bisher durch Parallelnachweis des

Erregers nicht endgiltig belegt.

Bei Diagnostik folgende Rangordnung:
- Anamnese, Symptomatik

- Serologie

- LTT

Wilske, B und Fingerle, V

Lyme-Borreliose Diagnostik

(Anmerkung des Verfassers: Publikation reprasentativ fur die kritische bzw.
ablehnende Haltung gegentber LTT als diagnostische Methode, keine

eigenen Untersuchungen, Arbeit basiert auf Publikationen anderer Autoren)

LTT wird in seiner diagnostischen Wertigkeit mit Serologie verglichen (Anm. d.
Verf.).

Einwande gegen LTT:
- Test nicht standardisiert
- Im Vergleich zu Serologie Sensivitat und Spezifitat geringer
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Die Einwénde der Autoren stitzen sich im Wesentlichen auf die Publikation
bzw. Ansichten von folgenden Autoren (Erstautoren):

- Krause

- Dressler

- Huppertz

Krause et al (1991) (6):

LTT:

- Spezifitat 92% / Sensivitat 71%
- Sensivitat 83% / Spezifitdt 72%

Krause wird wie folgt zitiert: ,Ob allerdings der LTT zur Diagnosefindung
beitragt, scheint sehr fraglich. Wegen geringer Spezifitat besteht die Gefahr
falsch positiver Ergebnisse. LTT sollte daher diagnostisch nicht eingesetzt

werden”.

(Literaturstelle: Krause, A. Verraten Lymphos die Borreliose? Medical Tribune
38 (2003), 14:26)

Dressler et al (1992) (5):
LTT mit lysierten Bb:
- Sensivitat 45% / Spezifitdt 95%

Huppertz et al (1996) (12):

55 Patienten mit Lyme-Arthritis, 48 Kontrollpatienten (ohne LB, Anm. d. Verf.)
Positiver LTT:

Kontrollen 22%

LB-Patienten 77%

(vgl. Fig. 2, Seite 49)

Einsatz von 2 nicht lysierten Bb-Stdmmen



Sensivitat 77% / Spezifitdt 78%
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Schlussfolgerung der Autoren (Huppertz et al): In seltenen Fallen (rarely) kann

der LTT hilfreich sein, wenn klinisches Bild

Zusammenpassen.

Fazit der Autoren (Wilske, Fingerle):

- Test nicht standardisiert

- Geringere  Spezifitdt und Sensivitat als
Untersuchungen

- LTT far Routinediagnostik der LB nicht geeignet

Kommentierung des Verfassers auf Basis der Origina

Meinung der Autoren:

und Serologie nicht

bei  serologischen

Ipublikationen und
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Krause A et al (6):

LB Patienten: LTT stark positiv im Vergleich zu Gesunden und Arthritis-
Patienten ohne LB

LTT nach antibiotischer Behandlung ricklaufig

Schlussfolgerung:  LTT  wichtiges  diagnostisches  Werkzeug,
insbesondere bei Arthritis und Seronegativitat

Negativer LTT ist ein starkes Indiz gegen eine aktive LB

Dressler F et al (5):

LB-Patienten: LTT positiv 45%

Patienten ohne LB aber anderen Krankheiten: LTT positiv 5%
(LTT-Stimulanz: Bb-Antigen)

LTT Sensivitat 45%

LTT Spezifitat 95%

Schlussfolgerung (der Autoren):

LTT hilfreich bei spater LB mit Seronegativitat

Huppertz et al (12):
LTT Stimulation mit 2 Stdmmen von Bb
LTT Spezifitat 78%
LTT Sensivitat 77%

LTT bei Lyme-Arthritis (LA) kann mit falsch positiven und falsch
negativen Resultaten einhergehen.

(Anm. d. Verf.: Wie die Fig. 2, Seite 48 zeigt, betragen die falsch
positiven Ergebnisse bei den Kontrollen 25%, wahrend der LTT bei

Patienten mit LA in 90% der Falle positiv ist).

Schlussfolgerung der Autoren:
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In seltenen Fallen kann LTT diagnostisch hilfreich sein, wenn Klinik und

Serologie nicht Ubereinstimmen

Fazit des Verfassers:

Entgegen der Ansicht von Wilske und Fingerle aul3ern Krause und Dressler
sich also positiv Uber den LTT. Gegenuber der Arbeit von Huppertz
(Stimulation mit 2 Stammen von Bb) sind methodische Einwande berechtigt,
insbesondere wenn Publikationen aus jlungerer Zeit zum Vergleich

herangezogen werden (von Baehr, V et al (2007) (17)).

Wilske und Fingerle monieren, dass Spezifitdt und Sensivitat des LTT geringer
seien als bei serologischen Untersuchungsmethoden; der LTT sei daher
Uberflissig, Tatsachlich erreicht der LTT eine Sensivitat und Spezifitat, die
denen serologischer Methoden nicht nachstehen (vgl. v. Baehr, V et al (17)).
Und selbst wenn ein Unterschied bestiinde, ware der LTT nicht Gberflussig, da
er insbesondere bei Seronegativitat ein wichtiges Indiz fir die Infektion
darstellt. In diesem Zusammenhang ist allein entscheidend, ob mit falsch
positiven LTT-Ergebnissen zu rechnen ist. Dieses Risiko ist offensichtlich sehr
gering, wie dies die ganz Uberwiegende Zahl der dargestellten Studien,
insbesondere die Arbeiten von Valentine-Thon, E et al (16) und v. Baehr, V et
al (17) zeigen.

Sensitivitat, Spezifitat und diagnostische Wertigk eit des Lymphozyten-

Transformations-Tests

Auf der Basis der dargestellten Literatur werden im Folgenden die
diagnostische Wertigkeit des LTT bzw. Sensivitat und Spezifitdt des LTT
tabellarisch wiedergegeben (vgl. Tabelle 1 und 2, Seite 52 und 53).
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Nr. des Literatur- Erstautor Jahr der diagnostis  che
verzeichnisses Publikation Wertigkeit
1 Sigal 1984 (+)
2 Dattwyler 1986 +
3 Sigal 1986 +
4 Dattwyler 1988 +
5 Dressler 1991 +
6 Krause 1991 +
7 Zoschke 1991 (+/-)
8 Schempp 1993 +
9 Horowitz 1994 (+/-)
10 Buechner 1995 +
11 Breier 1996 +
12 Huppertz 1996 (+)
13 Rutkowski 1997 +
14 Pohl-Koppe 2001 +
15 Vaz 2001 +
16 Valentine-Thon 2007 +
17 von Baehr 2007 +
18 Wilske u. Fingerle 2005 *
Tab. 1 Diagnostische Wertigkeit des LTT

Publikationen Uber den Lymphozytentransformationste st (LTT) bei
der Lyme-Borreliose (LB), chronologisch geordnet, B eurteilung
der diagnostischen Wertigkeit durch die Autoren.

+ (positiv), (+) positiv mit Einschréankung, (+/-) s keptisch, (-) neg.

*, . .
keine eigenen Untersuchungen
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Lymphozytentransformationstest (LTT)
Sensivitat, Spezifitat

Nr. des Literaturverzeichnisses Erstautor Jahrde  r Publikation Sensivitat (%) Spezifitat (%)
1 Sigal 1984 100*
2 Dattwyler 1986 85
3 Sigal 1986
4 Dattwyler 1988
5 Dressler 1991 45 95
6 Krause 1991 83 72
7 Zoschke 1991 90 schlecht
(LTT positiv
bei 8/12
gesunden
Kontrollen)
8 Schempp 1993
9 Horowitz 1994
10 Buechner 1995 30
11 Breier 1996
12 Huppertz 1996 77 78
13 Rutkowski 1997 100**
14 Pohl-Koppe 2001
15 Vaz 2001
16 Valentine-Thon 2007 37 97
17 von Baehr 2007 91 94

*bei disseminiertem EM und bei Arthritis
**bei LA

Tab. 2 Lymphozytentransformationstest: Sensivitat und Spezifitdt nach Angaben in verschiedenen Publik ationen
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