Zielwertfindung und Standards
In der Borrelien-Serologie



Motivation fur diesen Vortrag

Nachtrag zur Tabarzer Prasentation.

Diskussion in der RKI-Arbeitsgruppe:

» “Was ist ein Goldstandard?*

 ,Kann ein Goldstandard fur die Serologie aufgrund des

klinischen Bildes gefunden werden?“

Angestrebte Ringversuchspflicht flr Borrelien-Serologie.

Seropravalenzstudie von RKI und Nationalem Referenzzentrum
(KIGGS).



1.

Gliederung der Prasentation

Was ist eine definitive Methode (Goldstandard)?

e Kann es eine definitive Methode fur die
Antikorperbestimmung geben?

Was ist ein Referenzserum?

Wie werden aktuell Teste durch die Hersteller eingestellt /
evaluiert?

Wie wird der Zielwert bei Ringversuchen ermittelt?

Auswirkung klinisch evaluierter Tests auf das analytische
Testergebnis und eine Seropravalenz-Ermittlung.

Bedeutung der aktuellen Situation fir die hausarztliche
Praxis.

Maoglicher Losungsansatz.



Die Hierarchie der Methodengualitat

Definitive Methode (Goldstandard)

Referenzmethode

a. mit definitiver Methode gesichert

b. nicht wie a., aber Standards vorhanden
c. wie b. ohne Standards

Routinemethode
a. empfohlene Methode, Storanfalligkeit definiert
b. empfohlene Methode, Storanfalligkeit nicht definiert.



1. Was ist eine definitive Methode
(Goldstandard)? (1)

Definition fur ,definitive Methode" / ,Goldstandard*:
Thomas @, Pschyrembel &, Richterich / Colombo @, Bruhn /
Folsch g, Klinikleitfaden @, WIKI @

Keller: ,Definitive Methoden ermitteln den definitiven Wert, der
als beste Abschatzung des wahren Wertes gilt. Sie liefern von
allen zur Verfigung stehenden Verfahren zur Bestimmung
einer spezifischen Komponente die hochste Richtigkeit, ihr
systematischer Fehler kann vernachlassigt werden bzw. er ist

identifiziert und korrigiert.”



1. Was ist eine definitive Methode
(Goldstandard)? (2)

« ,Serologie: Zwar gilt der Direktnachweis von Erregern durch
die Kultur als Goldstandard der mikrobiologischen Diagnostik.
Bei einem Teil der bakteriellen Infektionskrankheiten (z. B.
Borreliose) sind die Mikroorganismen allerdings nur begrenzt
nachweisbar, oder der direkte Erregernachweis ist wegen der

anspruchsvollen Kultureigenschaften nur schwer maoglich®. (...)

[http://www.krankenhaus-frankfurt.de/nwk/fk_Taboratoriumsmedizin _patienten.htm _[Hunfeld)

e Zugrundeliegende Frage: ,Besteht eine bakterielle
Infektionskrankheit?“


http:// www. krankenhaus- frankfurt. de/ nwk/ fk_ laboratoriumsmedizin_ patienten. htm

1. Was ist eine definitive Methode
(Goldstandard)? (3)

,Der Nachweis von Antikorpern gegen Infektionserreger lasst
sich in Abhangigkeit von Konzentration und Spezifitat auch
diagnostisch nutzen und gibt Hinweise, ob eine akute oder
chronische Infektion vorliegt und welcher Erreger die Infektion
verursacht hat.”

http://www.krankenhaus-frankfurt.de/nwk/fk laboratoriumsmedizin_patienten.htm _(Hunfeld)

Zwischenergebnis: Die Serologie ist kein Goldstandard flr den

Erregernachweis oder den Krankheitsnachweils.



« Kann es eine definitive Methode fur die
AntikOrperbestimmung geben?

Zugrundeliegende Frage: ,,Sind"Antikt')rper gegen ein Bakterium
vorhanden?“

* Antikorper werden mittelbar, durch inre Bindungen an ein
Antigen identifiziert. Dies entspricht nicht den Anforderungen
an eine definitive Methode. Weder in analytischer noch in
Klinischer Hinsicht.

« Antikorper, die an rekombinante Antigene binden, weisen
einen hohen Grad an Selektivitat auf. Man geht aber auch bel
diesen AntikGrpern von unspezifischen Bindungen aus,
sodass der Cut vom Hersteller jeweils angepasst wird. Die
analytische Sensitivitat ist hierbei ungewiss. Dies ist auch
bedingt durch die Vielfalt an pathogenen Stammen, die nicht
sicher von einzelnen Antigenen erfasst werden.



« ,Kann ein Goldstandard fur die Serologie
aufgrund des klinischen Bildes gefunden
werden?”

Voraussetzung daflr ware, dass ein gesicherter
Zusammenhang zwischen ,Gesundheit* oder ,Abwesenheit
von Symptomen* und dem Antikorperstatus besttinde.

Diese Frage soll aber durch die Serologie erst geklart werden.

Das Ergebnis ist ein Zirkelschluss. Man ,beweist” AntikGrper
durch das klinische Bild (Evaluation) und misst die Antikdrper,
um das klinische Bild zu Gberprufen (praktische Anwendung).

Es erscheint unangebracht, in Zusammenhang mit
serologischen Verfahren von ,Goldstandard“ zu sprechen,
wenn als Referenz das klinische Bild gewahlt wird.



« Kann es eine definitive Methode flr die
AntikOrperbestimmung geben? (2)

Zugrundeliegende Frage: ,,Sind Antikbrper gegen ein Bakterium
vorhanden?“

Als ,beste Methode* zur Erfassung von Antikérpern konnte ein
,Stufenschema“ geeignet sein, indem

1. zuerst AntikGrper ohne Cut eingemessen werden und danach

2. ein Abgleich von Serologie mit Proben von Patienten
durchgefthrt wird, bei denen ein Erreger-Direktnachweis
gelungen ist. Der Erreger-Direktnachweis kann mittels Kultur,
PCR und Immunfluoreszenz gefthrt werden. Der kulturelle
Nachweis gilt als der aussagekraftigste.

 Beide Ergebnisse sollten unabhangig voneinander
ausgewiesen werden.



Nochmal:

 Wenn die Frage geklart ist: ,AntikOrper gegen Bb vorhanden
oder nicht?*, kann dieses Mel3ergebnis dazu verwendet
werden, eine Interpretation zu versuchen:

« Infektion vorhanden?”, ,Alt oder frisch?*, ,Krank oder gesund?*

« ,Der Nachweis von Antikdrpern gegen Infektionserreger lasst
sich in Abhangigkeit von Konzentration und Spezifitat auch
diagnostisch nutzen und gibt Hinweise, ob eine akute oder
chronische Infektion vorliegt und welcher Erreger die Infektion

verursacht hat.”

[hitp://www.Krankenhaus-frankfurt.de/nwk/ik_Taboratoriumsmedizin_patienien.him (Hunfeld)



http:// www. krankenhaus- frankfurt. de/ nwk/ fk_ laboratoriumsmedizin_ patienten. htm

2. Was ist ein Referenzserum (Standard)? (1)

« Tell der ,Ruckfuhrbarkeit* eines Mel3ergebnisses durch eine
ununterbrochene Kette von Vergleichsmessungen mit
angegeben Mel3unsicherheiten auf ... Referenzmaterialien.
(Thomas)

 Referenzmethode, Thomas: ,Ein sorgfaltig gepruftes
Melverfahren zur Messung einer oder mehrerer Mel3gréssen,
bei dem alle Bedingungen und Prozeduren exakt beschrieben
sind und das aufgrund seiner Richtigkeit und Prazision.. zur
Uberprtifung der Genauigkeit anderer Methoden geeignet ist.*




Der Hierarchie der Methodenqualitat

Definitive Methode (Goldstandard)

Referenzmethode

a. mit definitiver Methode gesichert

b. nicht wie a., aber Standards vorhanden
c. wie b. ohne Standards

Routinemethode
a. empfohlene Methode, Storanfalligkeit definiert
b. empfohlene Methode, Storanfalligkeit nicht definiert.



2. Was ist ein Referenzserum (Standard)? (2)

Referenzseren z. B. vorhanden fur Brucella, Syphilis (von
1958), Toxo

Hep A, B, C, E, VZV, Masern, Polio, Tollwut, Ré6teln, HIV,
Tetanus (Kontrolle Impfungen). Thomas, 6. Auflage

Kennzeichnung von Testen mit Referenzserum: Internationale
Einheit, 1U

Ansonsten freie Wahl der Einheiten



3. Wie machen es die Diagnostika-Hersteller?

Man untersucht Seren von ,gesunden” oder ,kranken*
Personen und legt den Cut dorthin, wo man eine Trennung
zwischen krank und gesund zu erkennen meint.

Der Schwerpunkt liegt auf der diagnostischen Spezifitat:
Werden ,gesunde” Probanden / Seren nicht-reaktiv getestet?
Bel Blutspenderseren: Cut durch Schatzung der

Seropravalenz.

Cut / NeKo in Test C (Poster 2009): ,100 Serum-Proben von
Personen aus einem endemischen Gebiet ohne erinnerlichen

Zeckenstich oder Lyme-Erkrankung®.



4. Zielwertfindung bel Ringversuchen (1)

Zur Ermittlung der Zielwerte wurden drel bis sieben
Ergebnisse der Zielwertlaboratorien eingesetzt.

Existierten keine speziellen Vorgaben, so kamen die
Grenzwerte des jeweiligen Reagenzien-Herstellers zur
Anwendung.

Zur Festlegung der qualitativen bzw. der quantitativen
Zielwerte der zertifizierten Tests wurde der Modal (Wert mit der
groflten Wahrscheinlichkeit) bzw. der Median der
Testergebnisse der Zielwertlaboratorien herangezogen.

* Quelle: Zur Qualitat der bakteriologischen Infektionsserologie in
Deutschland: eine Metaanalyse der infektionsserologischen
Ringversuche des Jahres 2006 — Beitrag der
Qualitatssicherungskommission der DGHM

* [http://'www.egms.de/static/de/journals/lab/2009-1/lab000004.shtml



http:// www. egms. de/ static/ de/ journals/ lab/ 2009- 1/ lab000004. shtml

4. Zelwertfindung bel Ringversuchen-
- Ergebnis -

. Der Zielwert ist abhangig von der Einstellung der Teste
durch die Hersteller und

. Er ist abhangig von der Einschatzung und Einmessung
durch die Referenzlaboratorien.

® ,2Konsensus-Prinzip“ zur Zielwertfindung

Frage ans Publikum:

. Welche Anforderungen sollten an die Zielwertfindung
gestellt werden?

. Welche Konsequenzen kann man ziehen?



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

Liefern die Werte die ,wahre* Seropravalenz?

Oder geben sie Auskunft, ob im Priuf-Panel hohere oder
niedrigere AK-Konzentrationen vorhanden sind als im
Evaluationspanel?

Ist eine fast vollstandige ,Durchseuchung“ mit Bb-AK
denkbar?



6. Bedeutung der aktuellen Situation fur die
hausarztliche Praxis

Kein Aktivitatsmarker
Kein Verlaufsmarker

Kein sicheres Verfahren, um eine Erkrankung
auszuschliel3en.



/. Moglicher Losungsansatz beil ,Seronegativitat"

« Ein Grund fur ,Seronegativitat® kann die Bildung von
Immunkomplexen sein.

» Antikorper werden nur gemessen, wenn sie im UberschuR
vorliegen.

* Freie Antigene oder

Immunkomplexe werden
vom System nicht erfasst.
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Konzentration von Antigen bei
Vorliegen von Antikdrpern



http://www.uni-giessen.de/~gi38/publica/pharma/kapitel8.html

Fraktionierte Bestimmung von Antigenen und
AntikOrpern

1. Fraktionierte Bestimmung von Antikdrpern, Antigenen und
Komplexen:

« Jewells ein Ansatz fur Antikorper, Antigen und AK-AG auf
einer ELISA-Platte.

« Man kann evtl. auf einen Cut verzichten,

2. Evaluation gegen Seren von Kultur- oder PCR- positiven
Probanden.



Zusammenfassung

Es gibt keine definitive Methode zur Bestimmung von
Borrelia-AntikGrpern.

Es gibt kein Referenz-Serum zur Bestimmung von Borrelia-
Antikorpern.

Der Antikdrper-Nachweis ist kein Aktivitatsmarker fur ein
Krankheitsgeschehen.

Ringversuchs-Zielwert ist abhangig von Hersteller-
Modalitdten. Was hat das fur Konsequenzen?

Welche Auswirkungen haben klinisch-spezifisch evaluierte
Tests auf das Ergebnis der Seropravalenz-Studie?



