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Lymphozytentransformationstest (LTT)

und CD57-Nachweis

Bestimmung der zellularen Immunreaktion im Blut
zur Diagnostik der aktiven Lyme-Borreliose

Laborinformation

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

Labordiagnostik

Die klassische Labordiagnostik der Ly-
me-Borreliose besteht aus serologischen
Tests zum Antikdrpernachweis, bei de-
nen IgG- und IgM-Antikorper im ELISA
und Immunoblot nachgewiesen werden.
Diese bewahrte Stufendiagnostik hat al-
lerdings auch ihre Einschrankungen:

- In der Fruhphase der Erkrankung sind
oftmals Uber Wochen hinweg tber-
haupt noch keine oder aber noch kei-
ne eindeutig verwertbaren Antikorper
nachweisbar. Umgekehrt bleiben ein-
mal ausgebildete Antikorper auch
nach Ausheilung lange unverandert
nachweisbar.

- Bei chronischen Verlaufen ist eine star-
ke Antikorperreaktion zwar praktisch
immer vorhanden, diese bleibt aber
sehr haufig nach spontaner Aushei-
lung und auch nach erfolgreicher anti-
biotischer Therapie Uber einen langen

Ubertragung der Infektion: Saugende Zecke

Zeitraum erhalten. Sowohl die Ein-
schéatzung einer aktuell bestehenden
Aktivitat als auch die Dokumentation
eines Behandlungserfolges sind in sol-
chen Fallen schwierig.

- Falsch positive Reaktionen kénnen z.
B. bei Autoimmunerkrankungen, bak-
teriellen (insbesondere Syphilis) und
einigen viralen Infektionen (z. B. EBV)
auftreten.

Lymphozytentransformations-
testLTT

Verbesserungen in dieser Situation ver-
spricht der Lymphozytentransformati-
onstest (LTT) fur Borrelien. Beim LTT wird
die Aktivierung und anschlieende Ver-
mehrung sensibilisierter Patienten-Lym-
phozyten in Laborkulturen nach Inkuba-
tion mit Borrelien-Antigenen gemessen.
Ein positiver Reaktionsausfall deutet auf
eine aktuelle, Borrelien-spezifische Akti-
vierung des zellularen Immunsystems
hin.

Bei Frischinfektionen ist eine Lymphozy-
tenaktivierung oftmals schon deutlich
vor einer Antikorperantwort vorhanden,
klingt aber nach Ausheilung einer akuten
oder chronischen Borreliose auch
schneller wieder ab. In Erganzung zu den
serologischen Tests kann damit der LTT
wichtige Zusatzinformationen bei der

Einschatzung einer Borrelieninfektion,
der Bewertung der Aktivitat und einer
eventuellen Therapiebedurftigkeit liefern.
Erist auch zur Erfolgskontrolle einer The-
rapie geeignet!

Der Einsatz hochgereinigter, klar definier-
ter, rekombinanter Schlusselantigene er-
laubt die Erkennung der Lymphozyten-
aktivierung unabhangig vom Krankheits
stadium und hilft, unspezifische, falsch
positive Ergebnisse zu vermeiden, wie
sie bei sog. Vollantigenen zu befurchten
sind. Die Antigenauswahl deckt alle hu-
manpathogenen Borrelien ab. Jedes An-
tigen wird in mehreren Verdunnungen
verwendet, um noch hohere Sicherheit
in der Aussage zu gewinnen. Positiv- und
Negativkontrollen in jedem Ansatz ge-
wahrleisten die zuverlassige Erkennung
der Stimulierbarkeit der Patientenlym-
phozyten, aber auch einer evtl. vorhan-
denen  unspezifischen  Aktivierung.

Typische Indikationen fiir den
Borrelien-LTT

- Verdacht auf aktive Infektion mit unkla-
rer Serologie (bei V. a. Frischinfektion
auch bei negativen Borrelien-Antikor-
pem)

- Unterscheidung zwischen einer
chronischen und einer ausgeheilten
Infektion bei positivem Antikorperbe-
fund (Abb. 2 und 3)



- Objektivdokumentierte Erfolgskontrol-
le nach Antibiotikatherapie
(Abb. 5a und 5b)

Untersuchungsmaterial

20 ml Blut in CPDA-Rohrchen (Bitte nicht
kuhlen, Probe am Entnahmetag
einsenden, Versanddauer < 48
Stunden).

Das Blutabnahme- und Versandmaterial
wird Ihnen von unserem Labor (Fon +49
421 2072-199) kostenfrei zur Verfugung

gestellt.

Durchfiihrung des LTT

Isolierung

der Lymphozyten
aus Patientenblut
durch Dichtegradien-
tenzentrifugation.

Inkubation

der Lymphozyten unter Zugabe von
definierten Borrelien-Antigenen fur
5Tage in der Zellkultur.

Messung

der antigeninduzierten Lymphozytenak-
tivierung und -vermehrung durch
3H-Thymidineinbau und mikroskopi-
sche, morphologische Begutachtung
der Lymphaoblasttransformation.
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LTT-Ergebnisse bei gesunden Blutspendern,
Infizierten und Erkrankten
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Abb. 1 Seronegative, klinisch unauffallige Probanden

33,00

30,00

27,00

24,00

21,00 EOspC

@» 18,00 Wp18
15,00
12,00 Op100

9,00
6,00
3,00
0,00

1 2 3 4 5 6

Patienten

Abb. 2 Seropositive Patienten mit klinischer Symptomatik
Patienten 1-3: frische Borrelieninfektion; Patienten 4-6: chronische Borrelieninfektion
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Abb. 3 Seropositive Patienten ohne klinische Symptomatik

33,00
30,00
27,00
24,00

21,00
18,00
15,00
12,00

@ OspC
Wmp18
Op100

Si

9,00
6,00
3,00
0,00

Patienten

Abb. 4 Seronegative Patienten mit klinischer Symptomatik wie bei Neuroborreliose
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Borrelien-LTT zur Therapiekontrolle

Abb. 5a \or Therapie
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Abb. 5b Nach Therapie

CD57-Test bei chronischer
Lyme-Borreliose

Klinische Studien und Fallbeobachtun-
gen deuten darauf hin, dass chronische
Borrelieninfektionen mit Veranderungen
in der zellularen Immunabwehr einherge-
hen konnen. Ein Anzeichen hierfur kann
eine verminderte Anzahl der sogenann-
ten “Naturlichen Killerzellen” (natural killer
cells, NK; CD3-CD56+), vor allem aber
eine verringerte Absolutzahl und Anteil
der aktivierten NK-Zellen (CD3-CD56+
CD57+) sein.

Fur eine zuverlassige Aussage bei der
CD57-Bestimmung ist es wichtig, dass
bei der Analyse wirklich nur die Natu-
ral-Killer-Zellen erfasst werden und der
Test nicht durch andere im Uberschuss
vorhandene Zellen, wie z. B. T-Lympho-
zyten, verfalscht wird. In unserem Labor
werden deshalb die Blutzellen in einem
aufwendigen Verfahren vorprapariert
und in einem mehrstufigen Gating-Pro-
zel3 durch vier verschiedene monoklona-
le Antikorper (CD45, CD3, CD56, CD57)

charakterisiert, ehe die Auswertung vor-
genommen wird. Auf diese Weise wird
hochste Spezifitat des Befundes gewahr-
leistet.

1. Gewinnung der gesamten weif3en
Blutkdrperchen und Abtrennung von
Blutplattchen, Resten der roten
Blutkorperchen etc.: CD45-positiv (rot
umrandetes Feld A)
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2. Abtrennung der NK-Zellen (CD56-po-
sitiv, aber CD3-negativ) von den
Gesamt-T-Lymphozyten (CD3-positiv):
Punktwolke im Feld H1
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CD3-PC5

3. Nachweis des CD57-positiven Anteils
an den CD56-positiven NK-Zellen:
Punktwolke im Feld D2;

a. Normalbefund: 383 Zellen/pl
(CD45+CD3-CD56+CD57+) bei einem
Gesunden.
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CD57-FITC

b. Deutlich niedrigerer Wert: nur 42
Zellen/ul (CD45+ CD3-CD56+CD57+)
bei einem Patienten mit chronischer
Borreliose.
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Wahrend bei akuter Lyme-Borreliose und
anderen Erkrankungen normale CD57-
Werte gemessen wurden, wiesen in
Literaturberichten Patienten mit chroni-
scher Borrelieninfektion haufiger Werte
unter 60 CD57+-Zellen/pl Blut auf. Es wur-
de diskutiert, dass es zu einer Unterdru-
ckung des Immunsystems durch die Bor-
relieninfektion selbst kommt, welche die
Ausheilung verzogert und behindert. Es
ist aber auch denkbar, dass manche
Menschen von Natur aus Uber ein weni-
ger starkes Immunsystem verfugen und
deshalb ein erhohtes Risiko einer chroni-
fizierten Borrelieninfektion davontragen.
Die beschriebenen Veranderungen wur-
den in starkerem Mal3e bei Patienten mit
Befall des Nervensystems beobachtet als
bei Befall des Weichteil- und Skelettsys-
tems. Die CD57-Verminderung hielt so
lange an, bis durch antibiotische und an-
dere Therapien eine Ausheilung erreicht
werden konnte.

Im Umkehrschluss wurde eine verringer-
te CD57-Zahl als messbares Signal einer
aktiven, chronischen Borrelieninfektion
und moglicher Indikator des Therapieer-
folgs angesehen: eine Borrelientherapie
wurde dann als erfolgreich angesehen,
wenn es zu einer Erholung der CD57-
Zahlen kam. Zu Beginn einer Behand-
lung erniedrigte CD57-Werte konnen
auch einen Hinweis darauf geben, dass
evil. eine hoher dosierte und langere An-
tibiotikatherapie erforderlich ist.

Der CD57-Test erganzt in seiner Aussage
die klassische Bestimmung der IgG- und
IgM-Antikorper in ELISA und Immuno-
blot, den Lymphozyten-Transformations-
test LTT und den Borreliendirektnach-
weis mit der PCR. Die Bestimmung
erfolgt durchfluBzytometrisch mit fluores-
zenzmarkierten, monoklonalen Antikor-
pern aus einem gewohnlichen Blutbil-
drohrchen (EDTA-Blut). Die Rohrchen
durfen nicht abzentrifugiert oder einge-
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froren werden. Kuhlung ist nicht erforder-
lich. Postversand uber Nacht ist moglich,
jedoch bitte moglichst zu Wochenan-
fang.

Abrechnung

Der LTT ist zwar prinzipiell im Leistungs-
spektrum des EBM enthalten, darf aber
dennoch fur Kassenpatienten nicht fur
die Erregerdiagnostik per Uberweisung
angefordert werden.

Der  Lymphozytentransformationstest
wird deshalb grundsatzlich privatarztlich
nach der Gebuhrenordnung fur Arzte
GOA'96 abgerechnet.

Internet-Links
http://www.mlhb.de/zecke

Weitere Informationen zur Lyme-Borrelio-
se wie auch zur Borrelien-PCR direkt aus
der Zecke finden Sie in unserem Inter-
net-Schwerpunkt  (www.mlhb.de/zecke)
und in unseren Informationsschriften
,Die  Lyme-Borreliose” und ,Zecken-
schnelltest auf Borrelien und FSME”, die
wir auf Anfrage gerne zur Verfugung stel-
len.

Ansprechpartner

Fur Ruckfragen stehen wir Ihnen gerne
zur Verfugung:

Dr. med. Andreas Gerritzen
Fon +49 421 2072-108
Mail: andreas.gerritzen@mlhb.de

Laura Maria Rodriguez
Fon +49 421 2072-622
Mail: laura.rodriguez@mlhb.de

Ein Service lhres Laborpartners
Medizinisches Labor Bremen
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