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Liquordiagnostik mit dem Treponema+VDRL ViraBlot® IgG, IgM Testkit
€3

1. Aligemeine Ubersicht

Die neurologischen Symptome einer Treponemen pallidum Infektion sind in allen Stadien vielfaltig, kdnnen aber auch
bei anderen Erregern auftreten. Sie lassen klinisch keine Differentialdiagnose zu anderen neurologischen
Erkrankungen zu. Die Abklarung einer Neurosyphilis ist deshalb zur Einleitung der geeigneten Therapie notwendig.

Bedeutung des Nachweises von Treponemen-Antikérper im Liquor:

Bei einer Treponema pallidum Infektion des ZNS kdénnen sich im Liquor cerebrospinalis sowohl die Erreger als auch
intrathekal gebildete Antikérper gegen Treponema pallidum finden. Die Treponema pallidum Kultur aus dem Liquor ist
aufwendig und kann bis zu 6 Wochen dauern. Der direkte Antigen-Nachweis gelingt selten.

Der Nachweis Treponema pallidum spezifischer Antikérper in Serum und Liquor spielt daher eine wichtige Rolle fur die
Differentialdiagnostik. Als Methoden haben sich bei den Suchtesten der ELISA und der IFT und zur Bestétigung der
Immunoblot etabliert.

Der Nachweis einer lokalen Antikérpersynthese im ZNS genligt nicht, um einen akuten Prozess abzuklaren, da auch
bei langst ausgeheilten Prozessen im Einzelfall noch jahrelang Antikérper im ZNS persistieren kdnnen. Zur
Beurteilung und Wirkung der Liquorbefunde missen weitere Laborparameter und klinische Daten berlcksichtigt
werden. Nahere Angaben hierzu sind bei Reiber (2) und Tumani et al. (3) beschrieben.

Stérung der Blut-Hirn-Schranke

Bei Gesunden gelangt aufgrund der geringen Permeabilitat der GefaBwéande kaum Protein aus dem arteriellen Blut in
den Liquorraum, es besteht eine Blut-Hirn-Schranke. Die Proteinkonzentration im Blut ist um ein Vielfaches hdher als
im Liguor. Im Falle eines entziindlichen Prozesses kann die Blut-Hirn-Schranke gestért sein, dann gelangen vermehrt
Serumproteine, also auch Antikdrper, passiv in den Liquorraum. Auch durch Verschleppung bei der Liquorentnahme
kénnen Proteine in den Liquor geraten (6).

Bestimmung von intrathekal gebildeten Antikérpern im Liquor

Zur Abklarung einer Treponemen-Infektion im ZNS muss die Konzentration der tatsachlich intrathekal gebildeten
Antikérper ermittelt werden. Dazu muss eine Stérung der Blut-Hirn-Schranke ausgeschlossen werden. Als Maf flr
intrathekal gebildete Antikdrper bzw. fur eine Stérung der Blut-Hirn-Schranke gilt der Antikérper Index (Al) (6).

Die Hoéhe des Al gibt Aufschluss darlber, ob die im ZNS gemessenen spezifischen Antikdrper passiv aus dem Blut in
den Liquor gelangt sind oder ob es sich um intrathekal gebildete Antikérper handelt. Unabhéngig von der Antikérper-
Klasse spricht ein Al > 1,5 fir eine intrathekale AK-Synthese. Der Normbereich des Al liegt zwischen 0,7 und 1,3 (6).
Doch weder der alleinige Nachweis von Antikdrpern im Liquor noch der Vergleich von Serum- und Liquorantikérper-
Titern erlauben eine Aussage.

Prinzip der Probenuntersuchung auf intrathekal gebildete Antikérper
Es missen immer eine Serum- und eine Liquorprobe des Patienten im gleichen Testansatz gemeinsam untersucht
werden. Die beiden Proben sollten vom selben Tag stammen:

Ablauf

1. Bestimmung der Treponemen spezifischen Antikérperkonzentrationen (IgGspez und/oder IgMspez) in einem
quantifizierbaren Suchtest, sowohl im Liquor als auch im zugehérigen Serum, im selben Testansatz: z.B. ELISA.

2. Bestimmung der Konzentration des Referenz-Proteins (IgGgesamt und/oder IgMgesamt und Albumin) sowohl im
Liquor als auch im zugehdrigen Serum, im selben Testansatz: Diese Daten werden in der Regel in der klinischen
Chemie erhoben.

3. Berechnung des Antikérper-Index (Al), der ein MaB fir die lokal im ZNS gebildete Treponemen-Antikérper-
konzentration ist. Siehe Punkt 2: Berechnung des Antikérper Index.

4. Berechnung der Serumverdiinnung, die fur den vergleichenden Immunoblot-Ansatz (Liquor/Serum) angesetzt
werden muss. Siehe Punkt 4: Berechnung der Serumverdiinnung.
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2. Berechnung des Antikorper Index

Als ,Antikérper Index” wird in der Regel der ,IgG Antikérper Index* bezeichnet, wobei auch IgM und IgA Antikérper
Indizes berechnet und interpretiert werden kénnen.

Die Hoéhe des Al gibt Aufschluss darlber, ob die im ZNS gemessenen spezifischen Antikdrper passiv aus dem Blut in
den Liquor gelangt sind oder ob es sich um intrathekal gebildete Antikérper handelt.

Unabhéangig von der Antikérper-Klasse spricht ein Al > 1,5 fur eine intrathekale AK-Synthese. Der Normbereich des Al
liegt zwischen 0,7 und 1,3 (6).

Berechnung der Ausgangsdaten

Grundlage fir die Berechnung des Al ist Berechnung verschiedener Quotienten (Q), die jeweils durch Division der
Liquor-Werte (z.B. 1gGspe- (Liquor)) durch die analogen Serum-Werte (z.B. IgGspez (Serum)) erhalten werden.
Achtung: Bitte Mengeneinheiten beachten: Liquor-Proteine werden in der Regel in mg/l angegeben, Serum-Proteine
dagegen in g/l.

1. OIgGispez = |gGspez (L|qu0r) / IgGspez (Serum)
OIgMispez = |ngpez (LIQUOI’) / |ngpez (Serum)
OIgAﬁspez = |gAspez (L|qu0r) / IgAspez (Serum)

2. OIgGigesamt = IgGgesamt (L|qu0r) / IgGgesamt (Sel’um)
Qigm_gesamt = 1gMgesamt (Liquor) / IgMgesamt (Serum)
Quga_gesamt = 1gAgesamt (Liquor) / IgAgesamt (Serum)
3. Qaip = Albumin (Liquor) / Albumin (Serum)
Far die Berechnungen des Al, muss zwischen zwei Fallen unterschieden werden:
1. Der Qig_gesamt liegt im Normbereich
2. Der Qig_gesamt ist erhdht (intrathekale AK Synthese, mit oder ohne Stérung der Blut-Hirn-Schranke)
Wobei Qig_gesamt Wahlweise Qiga_gesamt, Qigm_gesamt DZW. Qiga_gesamt ist.
Berechnung des Normbereiches

Um festzustellen ob der Qig gesamt im Normbereich liegt oder nicht, wird dieser Wert mit dem Grenzwert Qiim ig
verglichen. Die Berechnung dieses Grenzwertes erfolgt nach folgenden Formein:

FirlgG:  Qim 1g = 0,93 \/Qap? + 6 x 10° - 1,7 x 10°
Fir IgM:  Qiim 1gm = 0,67 \/Qui? + 120 x 10° - 7,1 x 10°
FUrIgA:  Qim iga = 0,77 \|Qap” + 23 x 10° - 3,1 x 10

Berechnung des Al
> Wenn Qig_gesamt < Qiim_ig dann berechnet sich der Al folgendermaBen:

Al = Qug_spez / Qug_gesamt

> Wenn Qig_gesamt > Qiim_ig dann berechnet sich der Al folgendermaBen:

Al = Qug_spez / Quim_ig
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3. Materialien

Far den Nachweis von intrathekal gebildeten Antikdrpern werden je eine Serum- und eine Liquorprobe des Patienten
benébtigt, die beide am selben Tag entnommen wurden.

Probenmenge: ca. 100 pl Serum und 1,5 ml Liquor, fir zusammen einen IgG und einen IgM Ansatz.

Microsoft Excel Tool: Gerne stellen wir lhnen ein Microsoft Excel Tool zur Verfligung, das die entsprechenden
Berechnungen zur Liquordiagnotik (Al bzw. Serumverdiinnung) fir Sie Gbernimmt.

Testkits: Best.Nr. V-TPBGSK Treponema+VDRL ViraBlot® lgG Testkit
Best.Nr. V-TPBMSK Treponema+VDRL ViraBlot® IgM Testkit

Kitinhalt, Haltbarkeit, Lagerung und Vorbereiten der Reagenzien bitte der Arbeitsanleitung fiir Serumproben ent-
nehmen: Treponema+VDRL ViraBlot® IgG, IgM Arbeitsanleitung.

Vorbereiten der Serum- und Liquorproben

1. Verdiinnen der Serumproben
Serum mit Proben-/Waschpuffer-Gebrauchsverdiinnungen verdiinnen, die unter Punkt 4 ausgerechnet werden.
1x fOr 1I9G und 1x fir IgM. Gut mischen.

2. Verdiinnen der Liquorproben
Empfohlen wird den Liquor 1:2 mit Proben-/Waschpuffer zu verdiinnen:
750ul Liquor + 750ul Proben-/Waschpuffer.
Falls weniger Liquor zur Verfligung steht: 500ul Liquor + 500ul Proben-/Waschpuffer.
1x fOr 1I9G und 1x fir IgM. Gut mischen.

4. Berechnung der Serumverdiinnung

Durch entsprechende Verdiinnung der Serumprobe muss ein Proteingleichgewicht zwischen Serum- und Liquorprobe
eingestellt werden. Erst dann sind vergleichende Aussagen zu Banden und ihren Intensitdten diagnostisch relevant.
Ein Vergleich der Bandenmuster oder ggf. ein Vergleich der Bandenintensitaten kann auf mdégliche intrathekal
gebildete Antikdrper schlieBen lassen.

Berechnung der Ausgangsdaten

Zur Abklarung, ob eine intrathekale Antikdrper Synthese, mit oder ohne Stérung der Blut-Hirn-Schranke vorliegt,
muss die Konzentration von Albumin und 1gGgesamt und/oder IgMgesamt in derselben Serum- und Liquorprobe bestimmt
werden, die auf Treponemen-Antikérper untersucht werden soll.

Aus diesen Werten werden die entsprechenden Quotienten (Q) gebildet, die jeweils durch Division der Liquor-Werte
(z.B. 19Ggesamt (Liquor)) durch die analogen Serum-Werte (z.B. IgGgesamt (Serum)) erhalten werden.

Achtung: Bitte Mengeneinheiten beachten: Liquor-Proteine werden in der Regel in mg/l angegeben, Serum-Proteine
dagegen in g/l.

1. QInggesamt = IgGgesamt (Liquor) / IgGgesamt (Serum)
Qigm_gesamt = 1gMgesamt (Liquor) / IgMgesamt (Serum)

2. Qaip = Albumin (Liquor) / Albumin (Serum)
Far die Berechnungen der Serumverdiinnung, muss zwischen zwei Fallen unterschieden werden:
1. Der Qig_gesamt liegt im Normbereich

2. Der Qig gesamt ist erhdht (intrathekale AK Synthese, mit oder ohne Stérung der Blut-Hirn-Schranke)

Wobei Qig_gesamt Wahlweise Qiga_gesamt, Qigm_gesamt DZW. Qiga_gesamt ist.
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Liquordiagnostik mit dem Treponema+VDRL ViraBlot® 1gG, IgM Testkit
Berechnung des Normbereiches

Um festzustellen ob der Qig gesamt im Normbereich liegt oder nicht, wird dieser Wert mit dem Grenzwert Qiim_ig
verglichen. Die Berechnung dieses Grenzwertes erfolgt nach folgenden Formein:

FirlgG:  Qim 1ge = 0,93 \/Qap? + 6 x 10° - 1,7 x 10°
Fir IgM:  Qiim 1gm = 0,67 \/Quai? + 120 x 10° - 7,1 x 10°

Berechnung der Serumverdiinnung
> Wenn Qig_gesamt < Qiim_1g dann berechnet sich die Serumverdinnung folgendermaBen:

Liquorverdiinnung x Serumvolumen (pl) / Qig_gesamt = bendtigtes Volumen an Proben/Waschpuffer (ml)

> Wenn Qig_gesamt > Qiim_1g dann berechnet sich die Serumverdinnung folgendermaBen:

Liquorverdiinnung x Serumvolumen (ul) / Qiim_1g = benétigtes Volumen an Proben/Waschpuffer (ml)

Far die Liquorverdinnung wird empfohlen, eine 1:2 Verdinnung einzusetzten: 750ul Liquor und 750ul Proben/
Waschpuffer. Demnach wére exemplarisch der Wert 2 bei ,Liquorverdiinnung“ zu verwenden.

Fir das eingesetzte Serumvolumen wird empfohlen mindestens 5ul Serum zu verwenden. Demnach waére
exemplarisch der Wert 5 bei ,Serumvolumen* zu verwenden.

5. Testdurchfiihrung

Die folgende Arbeitsanleitung beruht auf Angaben in der Literatur. Diese wurden nach Wilske et al., J. of Infectious
Disease, 153; 304-314 (1986) sowie Wilske et al., Fortschr. Med. 109; 441-446 (1991) fir den vorliegenden Test
modifiziert.

Zur Beurteilung der Liquorbefunde miissen weitere Laborparameter und klinische Daten berlcksichtigt werden.
Nahere Angaben hierzu sind bei Reiber, Protein Diagnostik, Diagnose und Therapiekontrolle, 140-167 (1993) sowie
Tumani et al., Neurology, 45; 1663-70 (1995), beschrieben.

Testansatz
Die verdiinnte Serum- und Liquorproben gemaB der Treponema+VDRL ViraBlot® IgG, IgM Arbeitsanleitung zeitgleich
ansetzen.

6. Auswertung

Far die Teststreifen der Serum- und Liquorprobe gilt:
Eine Bande gilt als vorhanden wenn sie sichtbar ist (unabhangig von der méglicherweise auftretenden Cut off
Kontrollbande).
Eine Bande gilt als negativ wenn sie nicht sichtbar ist.

Die Auswertung erfolgt in zwei Schritten:

In einem ersten Schritt wird das Bandenmuster der Liquorprobe bewertet. Siehe Seite 5, Punkt 6.1.: Bewertung des
Liquorproben-Bandenmusters.

Bei mindestens einer vorhandenen Bande in der Liquorprobe gilt das Bandenmuster der Liquorprobe als reaktiv und
es muss in einem zweiten Schritt abgeklart werden, ob die nachgewiesenen Antikérper intrathekal gebildet wurden.
Hierzu werden das Bandenmuster und die Bandenintensitaten von Serum- und Liquorprobe miteinander verglichen.
Siehe Seite 5, Punkt 6.2.: Abklarung bei reaktivem Liquorproben-Bandenmuster.
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6.1. Bewertung des Liquorproben-Bandenmusters
Keine Banden vorhanden Negativ Kglne Tre.ponemen-A.ntlkorp'er |m.L|quor nachwelllsba.r. .
Ein negatives Ergebnis schlieB3t eine Neurosyphilis nicht véllig aus.
Treponemen-Antikdrper im Liquor nachweisbar.
Mindestens eine Bande vorhanden | Reaktiv Es muss abgeklart werc_!_en, ob diese Anj[lkorper mtrathekgl gebildet
wurden oder ob eine Stérung der Blut-Hirn-Schranke vorliegt.
Beurteilung nach Punkt 6.2.
6.2. Abklarung bei reaktivem Liquorproben-Bandenmuster
Vergleich der Bandenmuster zwischen Liquor- und Serumprobe
Das Liquorproben-Bandenmuster unterscheidet . Intrathekal gebildete Treponemen-Antikorper
. Positiv nachweisbar.
sich vom Serumproben-Bandenmuster : . -
Eine Neurosyphilis ist warscheinlich.
Das Liquorproben-Bandenmuster unterscheidet nicht B_andenlntensnaten. der Serumprobe mit denen der
. - . . Liquorprobe vergleichen.
sich nicht vom Serumproben-Bandenmuster eindeutig . .
Beurteilung wie folgt:
Vergleich der Bandenintensitdten zwischen Liquor- und Serumprobe
Kein Hinweis auf intrathekale Bildung von
Intensitaten aller Liquorproben-Banden . Treponemen-Antlkorpern. . . o
identisch mit den Serumoroben-Banden Negativ | Ein negatives Ergebnis schlieBt eine Neurosyphilis
P nicht vollig aus. Eine Stérung der Blut-Hirn-Schranke
ist wahrscheinlich.
Intensitaten der Liquorproben-Banden starker - Intrathekal gebildete Treponemen-Antikorper
. Positiv nachweisbar.
als die entsprechenden Serumproben-Banden : . -
Eine Neurosyphilis ist warscheinlich.
Intensitéten der Liquorproben-Banden . Keine bekannten Daten fir eine derartige Banden-
- . nicht . : .
schwacher als die entsprechenden . . konstellation. Bitte Ausgangswerte von Liquor und
eindeutig N N
Serumproben-Banden Serum Uberprifen.
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