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Referat

Der Chlamydia trachomatis-lgA- bzw. -IgG EIA der Firma ANI Labsystems Ltd. Oy, Vantaa,
Finnland, Vertrieb in Deutschland: Sekisui Virotech GmbH, Risselsheim, Deutschland wurde im
Vergleich zum Chlamydia trachomatis-IgA- bzw. -IgG-ELISA plus medac der Firma medac
GmbH, Standort Wedel, Deutschland untersucht. Letzterer ist der ELISA-Test, der bisher im
Labor fur Virologie/Serologie des Instituts fiir Medizinische Mikrobiologie der Martin-Luther-
Universitat Halle-Wittenberg zum Einsatz kommt. Ziel dieser Arbeit war es, zu prifen, ob der
Test der Firma ANI Labsystems auch im klinischen Einsatz vergleichbar gute Ergebnisse erzielt

und eine Alternative zum bisher verwendeten Test darstellt.

Im Zeitraum vom 19.05.2011 bis zum 11.07.2012 wurden 216 Blutproben in der
Kinderwunschsprechstunde von OA Dr. med. P. KaltwaRer gesammelt. Die Mdglichkeit zum
Erhalt dieser Proben entstand durch eine Kooperation mit dem Zentrum fir
Reproduktionsmedizin und Andrologie des Universitatsklinikums Halle (Saale) unter der

Leitung von Univ.-Prof. Dr. med. Hermann M. Behre.

Die aufgearbeiteten Serumproben wurden mit beiden Testen durch einen DSX™ 4-Platten
ELISA-Vollautomaten auf das Vorhandensein von C.-trachomatis-lgA- und -lgG-Antikorper
getestet und die Ergebnisse mittels statistischer Analyse durch IBM® SPSS® 20 fiir Windows
ausgewertet. Wichen die Testergebnisse der beiden ELISA-Teste voneinander ab, wurde
Einsicht in die Patientenakte genommen. Hierbei sollte untersucht werden, ob anhand der
Krankengeschichte und der klinischen Befunde der Patientin eine Zuordnung zu einem
Krankheitsstatus gelingt und nachfolgend, welcher Test in seinen Ergebnissen besser mit der

Krankengeschichte Ubereinstimmt.

Der Test der Firma ANI Labsystems ist in der Chlamydiendiagnostik des Labors fir
Virologie/Serologie des Instituts flir Medizinische Mikrobiologie der Martin-Luther-Universitat
Halle-Wittenberg keine Alternative zum Chlamydia IgA- bzw. -IgG-ELISA plus medac der Firma
medac. Aus der retrospektiven Untersuchung und Auswertung von Patientenakten kann nicht
auf den aktuell vorliegenden Infektionsstatus mit Chlamydia trachomatis geschlossen werden.
Es liegt keine Tendenz zur besseren Ubereinstimmung eines der beiden Teste mit dem aus der

Krankenakte ersichtlichen Krankheitsstatus vor.

Bednarzik, Susanna: Vergleich von zwei ELISA-Testen zum Nachweis von Antikérpern gegen

Chlamydia trachomatis, Halle (Saale), Univ., Med. Fak.; Diss., 80 Seiten, 2019
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Verzeichnis der Abkiirzungen und Symbole

Abkiirzungen:

A. dest. = Agua destillata

Apc = Mittelwert der Absorption der Positiv-Kontrolle

AR = aberrant reticulate bodies = aberrant bodies = aberrante Kérperchen

Arb = Mittelwert der Absorption des Reagenzienleerwertes

As = Mittelwert der Absorption der Probe

ATP = Adenosintriphosphat

AU = arbitrary units = beliebige Einheiten

AWMF = Arbeitsgemeinschaft der Wissenschaftlichen Medizinischen
Fachgesellschaften e. V.

BSA = bovine serum albumin = Rinderserumalbumin

CDC = Centers for Disease Control and Prevention = Zentren fiir Krankheitskontrolle
und Pravention

co = Cut-Off

cHSP = chlamydial heat shock protein = Hitzeschockprotein der Chlamydien

CPAF = chlamydial protease-like activity factor = chlamydialer proteasedhnlicher
Aktivitatsfaktor

DIF = Direkte Immunfluoreszenz

DNA = Desoxyribonukleinsaure

DL+C = diagnostische Laparoskopie mit Chromopertubation

ECDC = European Centre for Disease Prevention and Control = Europdisches
Zentrum fir die Pravention und die Kontrolle von Krankheiten

EIA = Enzymimmunoassay

EK = elementary bodies = Elementarkdrper

ELISA = Enzyme Linked Immuno Essay

Fab = antigenbindendes Fragment des Antikérpers



Fc
FKS
H,0,
H,So,
HP17
HRP

HSP

kbp
KBR
LGV
LPS
MIFT
ml
MOMP
NAT
NBCS
OoD

OmcA

OmcB

Vil

= crystallisable fragment = konstante Region eines Antikorpers

= fetales Kalberserum

= Wasserstoffperoxid

= Schwefelsdure

= hypothetical protein 17 = hypothetisches Protein 17

= horse radish peroxidase = Meerrettich-Peroxidase

= Hitzeschockprotein

= Immunglobuline

= Kilo Basenpaare

= Komplementbindungsreaktion

= Lymphogranuloma venereum

= Lipopolysaccharid

= Mikroimmunfluoreszenztest

= Milliliter

= major outer membrane protein = Hauptprotein der duReren Membran

= Nukleinsdure amplifizierender Test

= new born calf serum = fetales Kalberserum

= Optische Dichte

= small cysteine-rich outer membrane complex protein A = kleiner
cysteinreicher AuBenmembranproteinkomplex A, wird durch das Gen omp-3
codiert

= large cysteine-rich outer membrane complex B protein = groRRer
cysteinreicher AuBRenmembranproteinkomplex B, entspricht Omp-2

= Gen, welches das Hauptmembranprotein MOMP codiert

= Gen, welches Omp-2 bzw. OmcB codiert

= outer membrane protein 2, entspricht OmcB

= Gen, welches OmcA codiert



Po = gemessener Ubereinstimmungswert der beiden Schatzer

PBS = phosphate buffered saline = phosphatgepufferte Kochsalzlosung

PCR = polymerase-chain-reaction = Polymerase-Kettenreaktion

PCO = polyzystisches Ovar

Pe = zufillig erwarte Ubereinstimmungsrate

PID = pelvic inflammatory disease = Entziindung des kleinen Beckens

PmpD = polymorphic membrane protein D = polymorphes Membranprotein D

p.o. = per os

RK = reticulate bodies = Retikularkoérper

RKI = Robert-Koch-Institut

RNA = Ribonukleinsdure

RpsA = ribosomal protein S1 = ribosomales Protein S1

r = Rangkorrelationskoeffizent nach Spearman

SARA = sexually acquired reactive arthritis= sexuell erworbene reaktive Arthritis

S bzw. SD = Standardabweichung

STD = sexually transmitted disease = sexuell Gibertragbare Krankheit

TARP = translocated actin-recruiting protein = transloziertes Actin rekrutierendes
Protein

TMB =3,3',5,5'-Tetramethylbenzidin

TSAP = thiol-specific antioxidant peroxidase = thiolspezifische antioxidative
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WHO = World Health Organization = Weltgesundheitsorganisation
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Symbole:

K = Cohens Kappa


http://de.wikipedia.org/wiki/3,3%E2%80%B2,5,5%E2%80%B2-Tetramethylbenzidin

1. Einleitung

Mit einer jahrlichen Inzidenz von 100 Millionen zdhlt Chlamydia trachomatis zu den am
haufigsten sexuell (bertragenen Erregern weltweit (WHO, 2012). Laut der STD-
Sentinelerhebung des Robert-Koch-Instituts ist dies auch in Deutschland der Fall (RKI, 2010a).
Die Neuinfektionsrate wird in Deutschland mit 300.000 pro Jahr beziffert (Gemeinsamer
Bundesausschuss, 2007). Da seit Inkrafttreten des Infektionsschutzgesetzes von 2001 lediglich
in Sachsen eine Meldepflicht besteht, handelt es sich hierbei jedoch um eine Schatzung (Gille

et al., 2005; RKI, 2010a).

Die genitale Chlamydieninfektion ist vor allem eine Erkrankung sexuell aktiver, junger
Erwachsener. Das Risiko zu erkranken steigt mit der Zahl der wechselnden Geschlechtspartner
(ECDC, 2009a) und sinkt mit steigendem Alter und dem Eintritt in eine feste partnerschaftliche
Verbindung (RKI, 2010a). Im europdischen Kontext finden sich die hochsten Infektionsraten in
der Gruppe der weiblichen 15- bis 24-Jahrigen mit einem Maximum vor dem 20. Lebensjahr
(ECDC, 2009a). Reprasentative Daten fiir Deutschland liegen dazu nicht vor. Allerdings ergaben
sich in kleineren Studien vergleichbare Zahlen, welche die Autoren einer Untersuchung dazu
veranlassten, von einer ,heimlichen Epidemie” unter den Jugendlichen und jungen

Erwachsenen in Deutschland zu sprechen (Gille et al., 2005; RKI, 2010b).

C. trachomatis gilt als Hauptverursacher der infektionsbedingen Sterilitdt (Gille et al., 2005).
Bei Frauen bleiben bis zu 80 % der chlamydienbedingten Genitalinfektionen asymptomatisch,
bei Madnnern sind es bis zu 50 % (RKI, 2010a). Dies flihrt zum einen zu einer fortwadhrenden
Ubertragung der Bakterien, zum anderen zu einer verspiteten oder gar ausbleibenden
Diagnose und damit Therapiemdoglichkeit (ECDC, 2009a). Unerkannte, chronische oder
unzureichend behandelte Infektionen kdnnen Ursache schwerer Folgeerkrankungen sein (RKI,
2010b). Eine gefiirchtete Folge einer unbehandelten Chlamydieninfektion bei der Frau ist die
Entzindung des kleinen Beckens (pelvic inflammatory disease = PID) (Rowley et al., 2012). Das
Spektrum der Erkrankung reicht dabei von asymptomatischen, subklinischen bis hin zu
schweren Verlaufsformen. Folge des ablaufenden Entziindungsprozesses sind Verklebungen
und die Bildung von narbigen Strikturen, die wiederum zu chronischen Bauchschmerzen,
extrauterinen Schwangerschaften und tubarer Infertilitat fihren kénnen (Crossman, 2006). Auf
Grund der hohen Rate asymptomatischer Verldufe wird die Infektion jedoch oft erst nach
mehreren Jahren bemerkt, wenn der Kinderwunsch in den Vordergrund tritt (Gille et al., 2005).

In Deutschland fihrt die genitale Chlamydieninfektion bei jeder vierten bis flinften betroffenen



Frau zur Sterilitat. Dies entspricht ungefahr 100.000 Frauen im gebarfahigen Alter, die so
unfreiwillig kinderlos bleiben (Keck and Clad, 2004).

Eine Impfung gegen C. trachomatis ist nicht erhaltlich (ECDC, 2009a). Deshalb gilt es, eine
friihzeitige Behandlung der Infektion zu gewahrleisten, um schwerwiegenden Folgen
vorzubeugen, sowie die Weiterverbreitung des Erregers zu unterbinden. Am 01.01.2008 trat
ein Beschluss des gemeinsamen Bundesauschusses in Kraft, nach dem allen Frauen bis zum
abgeschlossenen 25. Lebensjahr ein jahrlicher Chlamydientest angeboten wird (Gemeinsamer
Bundesausschuss, 2007). Die Evaluation dieses Programms zeigte bisher jedoch eine

unvollstidndige Umsetzung dieser Screeningmethode (Dudareva-Vizule et al., 2013.).

Allgemein problematisch ist, dass die Infektion mit Chlamydien in Deutschland eine eher
unbekannte Erkrankung ist im Hinblick auf die Unwissenheit der Bevolkerung tber deren
Existenz, die Symptomarmut der Betroffenen und ein Defizit an epidemiologischen Daten. Im
Vergleich zu anderen Nationen, welche durch breit angelegte Aufklarungskampagnen
(Niederlande), Meldepflicht (Schweden) und Screeningprogramme (USA) Fortschritte in der
Bekdampfung der genitalen Chlamydieninfektion aufweisen, bestehen in Deutschland deutliche

Ausbaukapazitaten in der Aufklarungsarbeit, Sozialmedizin und Forschung (Gille et al., 2005).

1.1 Taxonomie der Chlamydien

Ordnung Familie Gattung Spezies typischer Wirt
Chlamydiaceae Chlamydia C. abortus Saugetier
Chlamydiales |_ C. psittaci Vogel
C. felis Katzen
C. caviae Meerschweinchen
C. pecorum Saugetier

C. pneumoniae Mensch
C. trachomatis Mensch
EC. suis Schwein
C. muridarum Maus, Hamster

Parachlamydiaceae P. acanthamoebae

Waddliaceae W. chondrophila

Simkaniaceae S. negevensis

Abbildung 1: vereinfachte Darstellung der Taxonomie der Chlamydien nach (Bush and

Everett, 2001; Stephens et al., 2009)



Mit zunehmendem Wissen Uber biologische und molekulare Daten, Morphologie und
Entwicklung hat sich der taxonomische Status der Chlamydien verandert (Kaleta and Taday,
2003). Urspriinglich wurden verschiedene Eigenschaften der Chlamydienspezies zur
Differenzierung herangezogen: das verursachte Krankheitsbild, das Wirtspektrum, die
Antigenstruktur der Zellwand und der Glykogengehalt der Einschlusskorper (Moulder, 1988).
Da die Einschlusskorper von C. trachomatis glykogenhaltig sind, lassen sie sich im Gegensatz zu
anderen Spezies, die kein Glykogen enthalten, mit lod anfarben. Weiterhin weist C.
trachomatis eine gute Empfindlichkeit gegenliber Sulfonamiden auf, wahrend andere Spezies

in der Regel resistent sind (Everett et al., 1999).

Die aktuelle Einteilung der Chlamydien sieht eine Unterteilung der Ordnung der Chlamydiales
in 4 Familien vor: Chlamydiaceae, Parachlamydiaceae, Waddliaceae und Simkaniaceae. Zu der
Familie der Chlamydiaceae gehort die Gattung Chlamydia (Bush and Everett, 2001). Von
Everett et al. wurde die Einflihrung einer weiteren Gattung, Chlamydophila, vorgeschlagen
(Everett et al., 1999). Auf Grund des Mangels an widerspruchsfreien biologischen Markern
wurde diese Unterteilung jedoch nicht allgemeinhin anerkannt (Stephens et al., 2009). Zu der
Gattung Chlamydia wiederum gehoéren die Arten, C. abortus, C. psittaci, C. felis, C. caviae, C.

pecorum, C. pneumoniae, C. trachomatis, C. suis und C. muridarum (Stephens et al., 2009).

1.1.1 Taxonomie der Serovare von C. trachomatis

Das Vorkommen verschiedener Genvarianten (Allele) an einem Genort (Locus) wird als
Genpolymorphismus bezeichnet (Madigan and Martinko, 2006). Unter dem Genotyp eines
Organismus versteht man die exakte, individuelle genetische Ausstattung inklusive eventuell
vorhandener extrachromosomaler DNA (Madigan and Martinko, 2006; Gjuvsland et al., 2013).
Dieses individuelle Erbbild eines Organismus legt die Grundlage fiir sein sichtbares
Erscheinungsbild (Phanotyp) (Orgogozo et al., 2015). Wie unterschiedlich die Auspragung
bestimmter Merkmale innerhalb einer Spezies sein kann, zeigt die Vielfalt der Serovare von C.
trachomatis. Serotypen, auch Serovare genannt, sind Varianten bzw. Untergruppen von
Mikroorganismen innerhalb einer Spezies bzw. Subspezies, unterteilt anhand verschiedener
Oberflachenantigene (Baron, 1996; Farlex Partner Medical Dictionary, 2012). Die
Serotypisierung kann durch serologische Teste durchgefiihrt werden. Die Unterteilung in
Serovare ist z. B. aus epidemiologischer Sicht und zur Klassifizierung medizinisch bedeutsamer

Erreger von Interesse (Baron, 1996).



Die verschiedenen Stamme der Spezies C. trachomatis sind in 21 Serovare aufgeteilt:
- Das Trachom verursachend: A, B, Ba, C
- Urogenitale Infektionen verursachend: D, Da, E, F, G, Ga, H, |, 13, J, Ja, K
- Lymphogranuloma venereum verursachend: L1, L2, L2a, L2b, L3
(Wang and Grayston, 1991; Morré et al., 1998; Dean et al., 2000; Schaeffer and Henrich, 2008)

Traditionell wurde die Typisierung durch immunologische Detektion des major outer
membrane protein (MOMP) kodierenden Gens omp-1 durchgefiihrt. Die phylogenetisch
konservierte Region des omp-1 diente dabei zur speziesspezifischen Detektion von C.
trachomatis. Die 4 variablen Regionen (VR1-VR4) des omp-1 Gens wurden weiterflihrend zur
Sero- und Genotypisierung herangezogen (Schaeffer and Henrich 2008). Es wurden viele
Versuche unternommen, die phylogenetische Verwandtschaft unter den C.-trachomatis-
Stammen festzustellen. Verschiedene neuere Ansatze beruhen auf Analysen von omp-1- und
16S rRNA- bzw. 235-rRNA-Sequenzen, Multilokus-Sequenz-Typisierung und Sequenzierung des
gesamten Genoms. Dennoch konnte noch kein Konsens (ber die evolutionare
Zusammengehorigkeit der verschiedenen C.-trachomatis-Stamme erzielt werden (Harris et al.,

2012).

1.2 Aufbau der Chlamydien

Der Begriff ,,Chlamydien” leitet sich von chlamys (gr. fir ,,Mantel”) ab (Klos, 2009). Chlamydien
sind unbewegliche, gramnegative Bakterien, die sich obligat intrazelluldr vermehren. Sie treten
in 3 unterschiedlichen Erscheinungsformen auf: als Elementar- und Retikularkérperchen sowie
als Intermedidarkorperchen, welches eine Zwischenstufe darstellt. Diese 3 bilden zusammen
den Inhalt des Einschlusskorpers, der durch eine diinne, fragile Vakuolen-Membran gebildet
wird und sich innerhalb der Wirtszelle befindet (Ward, 1988; Moulder, 1991; Kaleta and Taday,
2003, Klos, 2009).

Chlamydien enthalten sowohl DNA als auch RNA, Ribosomen, eine zytoplasmatische Membran
und eine Zellwand. Es fehlt Ihnen jedoch die fiir gramnegative und grampositive Bakterien
typische Peptidoglykanschicht (Moulder, 1991; Klos, 2009,). Ein kryptisches Plasmid von
7,5 kbp konnte in den Serovaren von C. trachomatis festgestellt werden (Pickett et al., 2005).
Alle Chlamydien der Familie der Chlamydiaceae enthalten eingebettet in der AukRenmembran
ein gattungsspezifisches hitzestabiles Lipopolysaccharid (LPS-Antigen). Der
AulRenmembrankomplex besteht groRtenteils aus MOMP sowie den beiden cysteinreichen

Proteinen small outer membrane complex protein A (OmcA) und large outer membrane



complex protein B (OmcB) (Nichter, 2004; Findlay et al., 2005; Forsbach-Birk et al., 2010). Mit
60 % bildet MOMP den Hauptteil der AulRenmembran (Caldwell and Schachter, 1982). Die
Proteine sind untereinander durch Disulfidbriicken verbunden und tragen so zur Form und
Stabilitat der Elementarkdrperchen bei (Newhall and Jones, 1983). Weiterhin tragt das MOMP
gattungs-, spezies- und serovarspezifische Epitope (Caldwell and Schachter, 1982) und stellt

somit ein immunologisch wichtiges Protein dar (Everett et al., 1999).

1.3 Entwicklungszyklus der Chlamydien

Chlamydien sind in ihrem Vermehrungszyklus auf eine Wirtszelle angewiesen (Bush and
Everett, 2001). Auf kiinstlichen Nahrbéden gelingt die Anzucht folglich nicht (Klos, 2009). Im
Sequenzvergleich des Genoms konnten Gene fiir die Synthese von ATP und Peptidoglycan
identifiziert werden (Madigan and Martinko, 2006). Chlamydien sind jedoch nicht in der Lage,
energiereiche Verbindungen und Nukleotide zu synthetisieren. Daher sind Chlamydien auf die
parasitdre Nutzung der Ressourcen einer eukaryoten Zelle angewiesen (Klos, 2009; Madigan
and Martinko, 2006). Extrakorporale Entwicklungsschritte sind bisher nicht bekannt (Kaleta
and Taday, 2003).

Wahrend des Vermehrungszyklus treten die Chlamydien in 2 Erscheinungsformen auf

(Moulder, 1991).

1.) Die Elementarkérperchen (EK) (0,25-0,3 um Durchmesser): Sie entsprechen der
infektiosen Form der Chlamydien, dienen also der Ausbreitung des Erregers.
Elementarkorper sind selbst nicht vermehrungsfahig, da metabolisch inaktiv. Sie sind
klein, dicht gepackt und durch eine starre dreischichtige Zellwand widerstandsfahig

gegen Austrocknung.

2.) Die Retikularkérperchen (RK) (1 um Durchmesser): Retikularkérperchen sind selbst
nicht infektids, sondern entsprechen der vegetativen Form des Krankheitserregers und
vermehren sich in der Wirtszelle durch Binarspaltung. Sie haben im Vergleich zum EK

eine zerbrechliche, flexible Zellwand und der Inhalt ist weniger dicht gepackt.

(Moulder, 1991; Madigan and Martinko, 2006; Klos, 2009)
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Abbildung 2: Reproduktionszyklus der Chlamydien mit Persistenz nach (Schoborg, 2011)

AK = ,Aberrant Bodies”; EK = Elementarkorperchen; RK = Retikularkdrperchen
Der Vermehrungszyklus von C. trachomatis nimmt ungefdhr 48 Stunden in Anspruch (Moulder,
1991) und Iasst sich in folgende Schritte unterteilen (vgl. Abbildung 2).

1.) Anheftung des Elementarkdérperchens an die Wirtszelle

2.) Phagozytose des Elementarkdrperchens und Bildung eines Einschlusskorpers

3.) Umwandlung in ein Retikularkérperchen

4.) Vermehrung der Retikularkérperchen durch intrazellulare Teilung und Wachstum

5.) Umwandlung der Retikularkoérperchen zu Elementarkorperchen

6.) Freisetzung und Dissemination der Elementarkorperchen

(Madigan and Martinko, 2006)

Bei der Anheftung der Chlamydien an die Zielzelle fungiert das Hauptmembranprotein MOMP
als Adhasin, welches Gber Bildung unspezifischer, d. h. elektrostatischer und hydrophober
Interaktionen die Bindung an die Zielzelle ermoglicht (Su et al., 1990). Eine andere Mdglichkeit

der Aufnahme in die Zelle ist die clathrinvermittelte Endozytose. Weitere Mechanismen der



Anheftung und Zellenpenetration sind noch nicht vollstindig beschrieben (Hybiske and

Stephens, 2007).

Nach Anheftung an die Zielzelle erfolgt die Phagozytose des EK durch die Zelle. Dabei
verschmelzen intakte Vakuolen nach der Endozytose nicht mit den lysosomalen
Kompartimenten der Zelle, sondern bilden eine Nische fiir die ungestorte Replikation der
Chlamydien, Einschlusskérper genannt. Dies stellt einen wichtigen Faktor zur Vermeidung der
Wirtszellenabwehr dar (Friis, 1972; Schoborg, 2011). Der weitere Entwicklungszyklus findet im
Einschlusskorper in nachster Nahe zum Zellkern, dem endoplasmatischen Retikulum und dem
Golgi-Apparat der Wirtszelle statt. Die zur Entwicklung bendtigten Metaboliten kénnen so

direkt aus der Wirtszelle bezogen werden (Schoborg, 2011).

Drei Stunden nach der Infektion beginnen sich die ersten EK in RK umzuwandeln (Ward, 1988).
Dies geschieht durch die chemische Reduktion der Disulfidbriicken zwischen den
Proteinkomplexen der AuBRenmembran (Everett et al., 1999). Nach ungefdhr 12 Stunden
beginnt die Vermehrung der RK durch bindre Spaltung. Dabei durchlaufen die RK 8 bis 12
Zellteilungszyklen (Schoborg, 2011). In dieser Phase der hohen metabolischen Aktivitat sind die
Chlamydien gegenilber duReren Einflissen wie Stoffwechsel- oder Zellwandinhibitoren sehr

empfindlich (Schachter and Stephens, 1984).

Einige RK beginnen sich nach 18 bis 22 Stunden wieder in EK umzuwandeln. In diesem Stadium
der Kondensation werden die Vermehrungsformen der Chlamydien auch als
Intermediarkérperchen, welche eine GroRe von ungefahr 0,5 um haben, bezeichnet. Sie stellen
quasi eine Zwischenstufe zwischen EK und RK dar. Nach 48 Stunden sind die Einschlusskorper
dicht gepackt mit kleinen EK und etwas groReren, zugrunde gehenden Resten von RK, aus
denen sie hervorgegangen sind. Die Einschlusskérper sind nun zum Teil so groR, dass sie das
ganze Zellvolumen einnehmen und so andere Strukturen der Wirtszelle verdrangen, sodass
selbst der Zellkern eingedellt erscheinen kann. Ist der Entwicklungszyklus nach 48 Stunden
abgeschlossen, rupturiert die befallene Wirtszelle und setzt die enthaltenden
Chlamydienzellen frei. Die EK koénnen nun eine neue Zelle infizieren, wahrend die

verbleibenden RK zugrunde gehen (Ward, 1988; Klos, 2009).

1.4 Persistenz von C. trachomatis

Der Verlauf und die Folgen einer infektiosen Erkrankung werden durch die Virulenz des
Erregers, Umweltfaktoren und den Status des Immunsystems des Infizierten bestimmt. Bei
einigen Frauen heilt die Infektion ohne Gewebeschaden aus, wahrend sich bei anderen eine

chronisch aktive Infektion entwickelt oder C. trachomatis in den Zustand der Persistenz



Ubergeht. Beides stellt einen Risikofaktor fir Schaden der Adnexe mit konsekutiver tubarer

Infertilitat dar (den Hartog et al., 2006).

Unter Einwirkung von Stressfaktoren konnen Chlamydien, die sich im Reproduktionszyklus
befinden, persistieren. Dabei setzen sie sich vom normalen Entwicklungszyklus ab und gehen
in einen nicht infektiosen, jedoch lebensfahigen Zustand lber. Dieser Zustand der Persistenz
ist abzugrenzen von der chronisch aktiven Infektion eines Wirts mit Chlamydien. Der
Metabolismus, die Teilung der RK und die Umwandlung zu EK werden zum Erliegen gebracht.
Die Bildung sogenannter , Aberrant Bodies” wird angeregt. Die ,Aberrant Bodies” sind im
Vergleich zu den RK groRer, irregular geformt und weniger dicht gepackt. Chlamydien kénnen
so unglnstige Bedingungen der Wirtszelle tiber Wochen und Monate liberleben und eine

Infektion der Zelle tber diesen Zeitraum aufrecht erhalten (Schoborg, 2011).

In vitro kann eine Persistenz durch eine Behandlung mit INF-y oder einem kiinstlich erzeugten
Mangel an Glucose, Eisen oder essentiellen Aminosduren wie Tryptophan erzeugt werden.
Weiterhin begilinstigt eine Koinfektion der Zelle mit Humanem Herpes-Simplex-Virus die
Bildung persistenter Chlamydien. Wird der Stressor entfernt, kehren die Chlamydien in den
normalen Reproduktionszyklus zuriick (Hogan et al., 2004; Schoborg, 2011). Die
Beobachtungen der In-vitro-Versuche geben Anlass, auch auf In-vivo-Zusammenhange
persistenter Chlamydieninfektionen zu schlieBen. In-vitro-Versuche mit Antibiotika, z. B. B-
Lactam-Antibiotika, liefern Hinweise, dass eine inadaquate Antibiotikatherapie auch zur

Persistenz in vivo flihren kann (Hogan et al., 2004).

Die Persistenz reprdsentiert einen Mechanismus der Chlamydien, den sie als Reaktion auf
unglinstige Bedingungen entwickelt haben und der ihnen zumindest zum Teil ermdglicht, unter

diesen schwierigen Bedingungen ihr Uberleben zu sichern (Hogan et al., 2004).

1.5 Erkrankungen durch C. trachomatis

Je nach Serotyp I6st C. trachomatis unterschiedliche Erkrankungen aus (vgl. Tabellen 1 und 2).

1.) Die Serotypen A—C verursachen das Trachom. Dies ist eine chronisch rezidivierende
Erkrankung der Horn- und Bindehaut des Auges, die vorwiegend in den Tropen auftritt

(RKI, 2010a).

2.) Die Serotypen D-K verursachen urogenitale Infektionen, die sexuell Ubertragen
werden. Gelegentlich werden auch eine Einschlusskonjunktivitis am Auge und nach

perinataler Ubertragung Infektionen bei Neugeborenen ausgeldst (Hof, 2014).



3.) Die Serotypen L1-L3 verursachen das Lymphogranuloma venereum. Diese sexuell

Ubertragbare Infektion tritt vor allem in den Tropen auf (RKI, 2010a).

1.5.1 Das Trachom

Das Trachom tritt endemisch in 53 Landern auf. Betroffen sind tropisch warme Regionen wie
weite Teile Afrikas, das stdliche Asien (z. B. China und Indien) und Brasilien. Vor allem unter
schlechten hygienischen Bedingungen wird die Erkrankung per Schmierinfektion, d. h. direkt
Uber das infektiose Sekret oder liber Gegenstande des taglichen Gebrauchs libertragen. Kinder
sind durch den engen Korperkontakt zu nahestehenden Personen besonders empfanglich fir
die Ubertragung der Erreger (WHO, 2012). Auch Fliegen spielen in der Ubertragung eine
wichtige Rolle (RKI, 2010a). Die Infektion kann folgenlos abheilen, hinterlasst jedoch keine
Immunitat, sodass eine Reinfektion moglich ist und unter genannten Bedingungen haufig
stattfindet. Nach einer Inkubationszeit von 1 bis 2 Wochen erscheint das Trachom als
chronische follikuldare Keratokonjunktivitis mit Hyperamie des Auges, vermehrtem Tranenfluss
und eitrigem Ausfluss (Klos, 2009; Hof, 2014). Dessen Folge kann vor allem durch haufige
Reinfektionen eine narbige Schrumpfung der Bindehaut und Augenlider und konsekutiv ein
schmerzhaftes Entropium sein. Der standige Reiz der Wimpern fihrt zu andauernden
Verletzungen und Infektionen der Kornea, die letztendlich dadurch eintriibt. Der Betroffene
erblindet (RKI, 2010a; AWMF, 2016). Weltweit leiden schatzungsweise 2,2 Millionen Menschen
unter einer Sehbehinderung durch das Trachom, 1,2 Millionen davon sind irreversibel
erblindet (WHO, 2012). Trotz guter Behandelbarkeit stellt es weltweit die zweithadufigste
Erblindungsursache dar (RKI, 2010a).

1.5.2 Erkrankungen durch die Serovare D-K

Die Pravalenz von urogenitalen Chlamydieninfektionen erhéht sich durch eine Anzahl von

Risikofaktoren, sie umfassen:

Alter unter 24 Jahre und erster Geschlechtsverkehr in relativ jungem Alter

- Altere Sexualpartner (die sich mit héherer Wahrscheinlichkeit schon mit sexually

transmitted diseases = STDs infiziert haben)

- Haufig wechselnde Sexualpartner und Inkonsistenz oder Unterlassen des

Kondomgebrauchs
- Weitere STDs in der Anamnese

- Soziookonomische Faktoren

(Crossman, 2006; ECDC, 2009a)



10

Die Inkubationszeit betragt 1 bis 3 Wochen (RKI, 2010a). Der unbehandelte Verlauf einer

Chlamydieninfektion ist nicht absehbar:

Asymptomatische Verlaufe heilen nicht selten spontan aus.

- In asymptomatischen, vor allem endozervikal lokalisierten Infektionen kdnnen die

Erreger flr lange Zeit persistieren.

- Klinische Manifestationen kdnnen sich auch spater noch in zunachst symptomlosen

Patient(inn)en auspragen.

- Asymptomatische Infektionen konnen zu einem Tubenverschluss, einer Entzindung
des kleinen Beckens (Pelvic Inflammatoy Disease = PID) und konsekutiv zu einer Un-
fruchtbarkeit fiihren.

(ECDC, 2009a)

Die Serovare D-K fihren bei Mann wund Frau zu urogenitalen Infektionen,
Einschlusskonjunktivitis und postinfektios zur sexuell erworbenen reaktiven Arthritis (=

sexually acquired reactive arthritis = SARA) (RKI, 2010a).

Die urogenitale Infektion der Frau bleibt in bis zu 80 % der Falle symptomlos. Da die Infektion
sich zunachst an der wenig innervierten Zervikalschleimhaut manifestiert, verursacht sie kaum
Beschwerden (RKI, 2010a). In der Folge konnen weitere, eher unspezifische klinische
Symptome bei der Frau auftreten, wie Fluor, Urethritis mit Dysurie, Entziindung der Bartholin-
Drisen, postkoitale Blutungen und gelegentlicher schlecht differenzierter Bauch- oder
Unterbauchschmerz (Lanjouw et al., 2010; RKI, 2010a). Steigt die Infektion von der Zervix auf,
[6st sie in 10-30 % der nicht behandelten Frauen eine PID aus (ECDC, 2009a). Die PID ist eine
Entziindung des oberen weiblichen Genitaltraktes und geht einher mit Endo- und Parametritis,
Adnexitis, tuboovarialen Abszessen und selten Peritonitis mit Perihepatitis. Narben- und
Strikturenbildung kann im Verlauf zu chronischen Unterbauchschmerzen fihren (Crossman,
2006). Ein Verschluss der Tuben durch Vernarbung und Stenosen als Folge der Salpingitis stellt
einen der haufigsten Griinde fir eine Sterilitdt oder Extrauteringraviditat dar (RKI, 2010a). Das
Spektrum der Erkrankung reicht von subklinischen, asymptomatischen Verldufen bis hin zu

schweren Manifestationen (Crossman, 2006).

Da die urogenitale Infektion des Mannes in bis zu 50 % der Falle asymptomatisch bleibt,
besteht auch hier das Problem einer spaten oder gar ausbleibenden Diagnose. C. trachomatis
ist Ursache fur nahezu 60 % der Falle einer Nicht-Gonokokken-Urethritis des Mannes (Hof,
2014). Symptome umfassen eitrigen Ausfluss aus der Urethra sowie Schmerzen und Brennen

beim Wasserlassen. Bei aufsteigenden Infektionen kommt es zu einer Prostatitis und
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Epididymitis (RKI, 2010a). Auch beim Mann kann die Infektion zu Sterilitdt fihren (Lanjouw et
al.,, 2010). Je nach sexueller Gewohnheit sind auch Proktitis und Pharyngitis beschrieben

(Lanjouw et al., 2010; RKI, 2010a).

Die Einschlusskonjunktivitis betrifft vor allem Neugeborene, die sich perinatal im Geburtskanal
der Mutter infizieren (RKI, 2010a). Erwachsene kdnnen sich durch Kontakt mit kontaminierten
Handen oder erregerhaltigem Sperma bzw. Vaginalsekret infizieren (ECDC, 2009a). Nach einer
Inkubationszeit von 2—-25 Tagen entwickelt sich eine akute eitrige Konjunktivitis, die jedoch in
der Regel nach 3—16 Monaten folgenlos abheilt und nur in seltenen Fallen zu Narbenbildung
und Eintribung der Kornea fuhrt (Hof, 2014). Wird eine adaquate Therapie eingeleitet, kann
die Krankheitsdauer auf wenige Tage reduziert werden. Die credésche Prophylaxe zur
Verhinderung einer okuldren Gonokokkeninfektion kann eine okuldre Chlamydieninfektion

nicht verhindern (Klos, 2009; AWMF, 2016).

Die sexuell erworbene reaktive Arthritis (= sexually acquired reactive arthritis = SARA) kann bei
Mannern und Frauen eine weitere Folge der Infektion mit C. trachomatis sein (ECDC, 2009b).
Sie manifestiert sich typischerweise in den unteren Extremitdten durch Mono- oder
Oligoarthritis und kann durch Enthesitis, Bursitis, Tenosynovitis, Sakroiliitis oder Daktylitis
begleitet sein (Brzank and Wollenhaupt, 2013). Die Chlamydien verbleiben in Monozyten und
Fibroblasten der Synovialmembran des Gelenkes im Zustand der Persistenz (Nettelnbreker et
al., 1998). Dort liefern sie den Stimulus fur eine bakterienspezifische Immunreaktion
(Wollenhaupt and Zeidler, 1998). Eine Antibiotikatherapie ist daher in vielen Fallen nicht
hilfreich (Hof, 2014).

1.5.3 Lymphogranuloma venereum (LGV)

Das Lymphogranuloma venereum tritt hauptsachlich in warmen, tropischen Gebieten bei
Menschen mit niedrigem Sozialstatus auf (Hof, 2014). Vor 2004 wurden selten Fille in
Industrienationen festgestellt. Seither wird jedoch von Ausbriichen in den Niederlanden und
anderen Industrieldndern berichtet (Lanjouw et al., 2010). Dabei sind nahezu alle Falle bei HIV-

positiven Mannern, die Sex mit Mdannern (MSM) haben, aufgetreten (Hughes et al., 2013).

Nach einer Inkubationszeit von 3-12 Tagen entsteht am Infektionsort zundchst eine
schmerzlose herpetiforme Primarlasion, die ulzerés zerfallt. Nach 10-30 Tagen kommt es zur
nunmehr schmerzhaften, eitrigen Einschmelzung des regiondren Lymphknotens, Bubo
genannt, welcher im Verlauf aufbricht. Ohne Therapie geht die Krankheit in das chronische
Stadium Uber. Hierbei kommt es zur narbigen Abheilung mit Verschluss der Lymphgefalie, die

zu Lymphabflussstorungen im betroffenen Gebiet fihrt (RKI, 2010a; Hof, 2014).
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Je nach sexueller Gewohnheit kann auch das Rektum betroffen sein. Die Symptome umfassen
Obstipation oder Diarrh6, Tenesmen, anorektale und abdominale Schmerzen sowie ulzerése
Proktitis mit schleimigem oder blutigem Ausfluss. Narbige Strikturen und Stenosen, die sich in
Folge bilden, miissen gegebenenfalls chirurgisch saniert werden (Lanjouw et al., 2010; RKI,

2010a).

1.5.4 Besondere Patientengruppen

Die Infektion einer Schwangeren mit C. trachomatis ist ein Risikofaktor fiir vorzeitigen
Blasensprung, Frihgeburtlichkeit und niedriges Geburtsgewicht (ECDC, 2009a,b). Bei 60-70 %
der C.-trachomatis-positiven Schwangeren kommt es unter der Geburt zu einer Infektion des
Kindes (AWMF, 2016). Die hdaufigste Manifestation ist dabei die Einschlusskonjunktivitis
(Ophthalmia neonatorum). Bei Aspiration von chlamydienhaltigem Vaginalsekret sind schwere
Pneumonien beschrieben. (ECDC, 2009a; RKI, 2010a). Bei mehr als 50 % der Kinder mit einer
Pneumonie tritt begleitend eine Otitis media auf (AWMF, 2016).

Tabelle 1: Erkrankungen durch C. trachomatis nach (Meyer, 2007; ECDC, 2009b)

Serovar A-C Serovar D-K Serovar L1-1L3
- Trachom - Lymphogranuloma
Venereum
v

Frauen Neugeborene Manner
- Urethritis - Ophthalmia - Urethritis
- Zervizitis neonatorum - Proktitis
- Proktitis - Pneumonie - Konjunktivitis

- Konjunktivits - Otitis media
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Tabelle 2: Komplikationen durch C. trachomatis, Serovar D-K nach (Meyer, 2007; ECDC,

2009b)

Infektionen bei Frauen Infektionen wahrend der

Infektionen bei Mannern

Schwangerschaft
- aufsteigende - vorzeitiger Epididymitis
Entzu.ndung mﬁ Blasensprung Epididymoorchitis
Entwicklung einer PID s
- niedriges
. SARA
- Tubenfaktor- Geburtsgewicht
Infertilitat - Ubertragung von
- extrauterine Mutter zu Kind
Schwangerschaft
- SARA

SARA = sexually acquired reactive arthritis

1.6 Diagnostik

Ein Chlamydienscreening wird fiir junge Frauen unter 25 Jahren kostenlos im jahrlichen Turnus

angeboten (Gemeinsamer Bundesausschuss, 2007). Darliber hinaus ist eine Diagnostik bei

klinischen Hinweisen, welche in Tabelle 3 aufgefiihrt sind, empfehlenswert.

Tabelle 3: Indikationen fiir die Durchfiihrung einer C.-trachomatis-Diagnostik bei sexuell

aktiven Erwachsenen nach (ECDC, 2009b)

Frauen Manner Frauen und Manner
- postkoitale- oder - Epididymitis, reaktive Arthritis,
Zwischenblutungen Epididymoorchitis Konjunktivitis
- Dyspareunie - urethraler Ausfluss Proktitis
- Schmerzen im kleinen - Urethritis genitale Ulzerationen
Becken - Dysurie inguinale Schmerzen

- Dysurie mit negativer
Mittelstrahlurinkultur

- mukopurulenter
Ausfluss

- entziindete, leicht
verletzbare Zervix
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1.6.1 Untersuchungsmaterial

Voraussetzung flir eine aussagekraftige mikrobiologische Diagnostik ist die korrekte
Probenentnahme von Epithelzellen, da sich in ihnen die Erreger befinden (Klos, 2009). Ein
Vulva-, Vagina- (Meyer, 2007) oder Zervixabstrich der Frau bzw. ein Urethralabstrich beim
Mann dient der Materialgewinnung. Alternativ ist auch der Nachweis aus einer Harnprobe
moglich. Da sich die Chlamydien in der Urethra befinden, sollte der Erststrahlurin als Probe
gewonnen werden, um genligend infizierte Endothelzellen zu erhalten. Entsprechend des
Manifestationsortes werden auch konjunktivale, pharyngeale oder rektale Abstriche
entnommen (Lister et al., 2004; Klos, 2009). Chlamydien kdonnen selbst in Gewebeproben und

Sperma nachgewiesen werden (Meyer, 2007).

Die Abstriche werden meist im Rahmen einer klinischen Untersuchung entnommen.
Evaluationen zu selbstentnommenen Vaginalabstrichen zeigen vergleichbare Ergebnisse
beziiglich  der  effektiven  Probengewinnung. Damit  konnen  niederschwellige

Screeningprogramme implementiert werden (Schachter et al., 2003).

Serum, aus Patient(inn)en entnommenen Blutproben gewonnen, dient dem Nachweis

speziesspezifischer Antikérper durch die serologische Untersuchung (Meyer, 2007).

1.6.2 Nachweisverfahren

Es existieren verschiedene Nachweisverfahren flr C. trachomatis. Die Wahl der geeigneten
Methode hangt im individuellen Fall vom klinischen Bild und der Zielstellung der Diagnostik ab

(RKI, 2010a).

Der direkte Chlamydiennachweis ist durch Zytologie, Zellkultur, Antigennachweis und
molekularbiologische Methoden méglich. Der indirekte Nachweis gelingt durch die Serologie.
Die Diagnose Chlamydien-,positiv’ kann gestellt werden, wenn entweder der Organismus
isoliert, ein chlamydienspezifisches Antigen festgestellt oder serologisch die Zirkulation

chlamydienspezifischer Antikdrper nachgewiesen werden konnte (Kaleta and Taday, 2003).

Die verschiedenen Testverfahren sind in der Tabelle 4 zusammengefasst. Naher erldautert wird

die fur diese Arbeit relevante serologische Untersuchung.



Tabelle 4: Nachweisverfahren fiir C. trachomatis (Meyer, 2009)
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Nachweisverfahren

Testmethode

Probenmaterial

Zytologie
Zellkultur

Antigennachweis

Nukleinsdurenachweis

Antikérperteste

Giemsa-Farbung

McCoy-Zellen, HelLa-Zellen

DIF
EIA
Schnelltest

Hybridisierung

Amplifikationsverfahren
(NAT)

- Abstrich

- Abstrich (Biopsie)
- Abstrich

- Abstrich (Urin)

- Abstrich

- Abstrich, Urin,
Biopsie, Sperma

- Abstrich, Urin,
Biopsie, Sperma

EIA =

Komplementbindungsreaktion;

Enzymimmunoassay;

KBR, EIA, MIFT, - Serum
Westernblot
Line Assays
DIF = Direkte Immunfluoreszenz; KBR
MIFT = Mikroimmunfluoreszenztest; NAT

Nukleinsdaure amplifizierender Test

1.6.3 Serologie

Tabelle 5: Serologische Methoden zur Chlamydien-Diagnostik nach (Meyer, 2009)

Testformat Antigene
- KBR - LPS
- EIA - LPS, Proteinsequenzen des MOMP
(omp-1), HSP60 und anderes
- MIFT - Formalin-fixierte EK (MOMP)
- Immunoblot

- rekombinanter Immunoblot -

- geblottetes, aufgetrenntes
Chlamydiengesamtantigen

isolierte oder rekombinante Antigene

EIA = Enzymimmunoassay; EK = Elementarkorperchen; HSP = Hitzeschockprotein 60; KBR =

Komplementbindungsreaktion; LPS = Lipopolysaccharid; MIFT = Mikroimmunfluoreszenztest;

MOMP = major outer membrane protein; omp-1 = outer membrane protein 1
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Eine Zusammenfassung der serologischen Verfahren zur Chlamydien-Diagnostik ist in Tabelle 5
dargestellt. Die beiden fur diese Untersuchung relevanten werden unter den Punkten 1.6.4

und 1.6.5 erlautert.

Antikorper werden nach Antigenkontakt von aktivierten B-Zellen hergestellt und bilden die
Grundlage fiir die spezifische Abwehrreaktion gegen extrazellulare Pathogene, l6sliche
Proteine sowie Toxine. Antikorper finden sich im Serum und anderen Koérperflissigkeiten wie

z. B. Muttermilch oder Magensekret (Madigan and Martinko, 2006).

Nicht immer geht eine urogenitale Chlamydieninfektion mit einer systemischen
Antikorperantwort einher. Gerade lokale, oberflachliche Infektionen des unteren
Genitaltraktes konnen sich durch eine schwache und verspatete systemische Immunreaktion
der serologischen Diagnostik entziehen. Durchbrechen die Erreger jedoch die Epithelbarriere
bei einer invasiven und aszendierenden Infektion (PID, LGV), ist eine ausgepragte
Immunantwort mit einer deutlichen Antikérperproduktion nachzuweisen (Meyer, 2007). Da in
diesem Stadium der Erkrankung die Chlamydien per Abstrich nicht mehr erfassbar sind, liegt
die diagnostische Bedeutung der Serologie im Nachweis der Antikorper als chronisch invasive

Marker (Meyer, 2009).

Im Verlauf einer typischen Immunreaktion auf ein Antigen sind IgM-Antikdrper die erste
Antikorper-Klasse, die gebildet wird. Sie sind jedoch selten bei einer Chlamydieninfektion
nachzuweisen (Black, 1997). Um zwischen einer abgelaufenen oder bestehenden Infektion zu
unterscheiden, werden IgA- und IgG-Antikdrper zur Diagnostik herangezogen (vgl. Tabelle 6)

(Meyer, 2007).

Es kann 4-8 Wochen dauern, bis nach einer Infektion mit C. trachomatis Antikérper gebildet
werden (Black, 1997; RKI, 2010a). Fiir die Diagnostik einer akuten Infektion besitzen sie
demnach einen geringen Stellenwert. Auch nachgewiesene IgA-Antikérper sind nicht
notwendigerweise ein Aktualitdtsmarker (RKI, 2010a). Die Antikorper sind teilweise auch nach
erfolgter Behandlung noch nach Jahren nachweisbar und sprechen bei fehlender Symptomatik
daher nicht zwingend fiir eine persistierende oder chronisch aktive Infektion (Clad et al., 2000;
RKI, 2010a). Die Persistenz der Antikorpertiter ist daher nicht unbedingt von dem
Vorhandensein von Antigenen abhangig, sondern eher von der Reaktivitat des individuellen
Immunsystem (Clad et al., 2000). Es gilt daher immer, Klinik und serologische Ergebnisse im
Zusammenhang zu betrachten und die Dynamik der Antikorpertiter zu beachten. Kénnen
Antikorper nachgewiesen werden oder liegt ein grenzwertiges Ergebnis vor, wird eine erneute

Kontrolle nach 14 Tagen empfohlen (vgl. Tabelle 6) (medac, 2008).



17

Tabelle 6: Interpretation unterschiedlicher Ergebniskombinationen spezifischer Antikorper
nach (medac, 2008)

Mogliche Ergebnisse
Interpretation
IgG IgA

- negativ - positiv - Frihes Infektionsstadium oder solitar
persistierendes IgA: IgA und IgG nach 14
Tagen Uberprifen.

- positiv - positiv - Bestehende Infektion: IgA und IgG nach
14 Tagen Uberprifen. Bei chronischer
Infektion mit persistierenden Erregern
bleiben die Antikérperspiegel konstant,
bei einer akuten Infektion steigen sie an.

- positiv - negativ - Zurickliegende Infektion: Bei klinischem
Verdacht nach 14 Tagen IgA und IgG
Gberprifen.

- negativ - negativ - Kein Hinweis auf eine bestehende oder
abgelaufene Infektion: Bei klinischem
Verdacht nach 14 Tagen auf IgA und IgG
Uberprifen.

1.6.4 Mikroimmunfluoreszenztest (MIFT)

Als Antigen fur den 1970 entwickelten MIFT werden gereinigte und mit Formalin fixierte
Elementarkorperchen der jeweiligen Chlamydienarten bzw. Serotypen verwendet. Sie werden
in einem vorbestimmten Muster auf einen Objekttrager aufgebracht und mit
Patient(inn)enserum inkubiert. Nach Inkubation, Waschung und Trocknung der Probe werden
fluoreszenzmarkierte Antikorper hinzugefiigt, die wiederum an die nachzuweisenden
spezifischen Chlamydienantikérper binden. Nach einem erneutem Inkubations-, Wasch- und
Trocknungsdurchlauf werden die Proben visuell mit einem positiven und negativen
Referenzserum verglichen. In der Auswertung mit dem Fluoreszenzmikroskop leuchten die

positiven Proben auf (Black, 1997).

Der Test ist arbeits- und kostenintensiv (Black, 1997). Die korrekte Auswertung erfordert
zudem Erfahrung und Expertenwissen und ist abhdngig vom Untersucher und vom
durchfiihrenden Labor. Unter den serologischen Methoden gilt er als Goldstandard der
Diagnostik. Die neuere Forschung zeigte vergleichbare Ergebnisse fiir ELISA-Teste, so dass
aufgrund der Kosten-Nutzen-Relation diesen der Vorzug gegeben werden sollte (Morré et al.,

1998; Baud et al., 2010; Muvunyi et al., 2012).
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1.6.5 Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Tabelle 7: Antigene fiir die serologische C.-trachomatis-Diagnostik nach (Forsbach-Birk et al.,
2010)

Antigen Sensitivitat Spezifitat
- MOMP - 83% - 100 %
- Omp-2 - 92% - 100 %
- CPAF - 84% - 98%
- TARP - 73% - 90%
- PmpD - 70% - 82%
- cHSP60 - 61% - 90%
- HP17 - 45% - 94%
- RpsA - 22% - 100 %
- TSAP - 36% - 9%

cHSP = chlamydial heat shock protein; CPAF = chlamydial protease-like activity factor; HP17 =
hypothetical protein 17; MOMP = major outer membrane protein; Omp-2 = outer membrane
protein 2; PmpD = polymorphic membrane protein; RpsA = ribosomal protein S1; TARP =

translocated actin-recruiting protein; TSAP = thiol-specific antioxidant peroxidase

EILSA-Teste sind gekennzeichnet durch eine hohe Durchsatzrate, objektive Ergebnisse und
leichte technische Durchfuhrbarkeit (Muvunyi et al.,, 2012). Hier werden speziesspezifische
Peptide der ChlamydienauBenhille als Antigen genutzt. Dadurch kann eine hohe Sensitivitat
(bis 92 %) und Spezifitdt (bis 100 %) erreicht werden (vgl. Tabelle 7) (Forsbach-Birk et al.,
2010).

ELISAs sind quantitative Immunoassays. Das Prinzip dieser Methode beruht dabei auf einer
Antigen-Antikorper-Reaktion, bei der das Paratop eines Antikorpers spezifisch das Epitop eines
entsprechenden Antigens bindet. Die Ausbildung dieser Bindung entspricht einer
Gleichgewichtsreaktion und unterliegt demzufolge dem Massenwirkungsgesetz (Luttmann et
al., 2009). Kovalent an Antikorpermolekiile gebundene Enzyme sind in der Lage, dem Test
hinzugefligtes Substrat umzusetzen. Die Konzentration des gefarbten Reaktionsproduktes lasst
sich auch in sehr niedrigen Konzentrationen mengenmaRig genau messen und entspricht der
Menge des nachzuweisenden Antigens oder Antikérpers (Madigan and Martinko, 2006). Der
Immunoassay ist demnach ein hochspezifischer und empfindlicher Test (Madigan and

Martinko, 2006; Luttmann et al., 2009). Unterschieden werden 2 grundlegende ELISA-
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Varianten. Gegenstand des Nachweises kann entweder ein Antigen oder ein Antikdrper sein
(Madigan and Martinko, 2006). Der fiir diese Untersuchung relevante Antikérpernachweis soll

im Folgenden erklart werden (vgl. Abbildung 3).

Mit C.-trachomatis-spezifischem synthetisierten
Peptid (aus der variablen Region von MOMP)

beschichtete Mikrotiterplatte.

Die C.-trachomatis-spezifischen Antikorper binden an

das Antigen.

Das peroxidasegekoppelte Anti-human-IgA bzw.

-IgG bindet an die IgA- bzw. IgG-Antikorper.

[ ] * & « Nun erfolgt die Inkubation mit TMB-Substrat und
~0_ ==, |
V4 dann das Stoppen der Reaktion.
-~ e
— * Die Auswertung erfolgt photometrisch.
Y, * *
C ‘ * = TMB-Substrat, ®= Peroxidase

Abbildung 3: Testprinzip Antikérper-ELISA, Beispiel C. trachomatis ELISA, nach (medac, 2008)

Beim Antikorper-ELISA werden mittels eines an einer festen Phase gebundenen spezifischen

Antigens Antikorper in Humanseren nachgewiesen (Madigan and Martinko).

Die Vertiefungen der Mikrotiterplatten der Antikdrper-ELISA-Teste sind mit einem spezifischen
Antigen beschichtet, im Fall der vorliegenden Testsysteme spezifische, synthetische Peptide
aus der variablen Region von MOMP (medac, 2008; ANILabsystems, 2009). Sind die gesuchten
Antikorper in der hinzugefiigten Probe vorhanden, binden sie spezifisch an das adsorbierte
Antigen. Nur Antikdrper mit einem spezifischen Paratop kdnnen an die Antigene binden. Um
die abgelaufene Antigen-Antikérper-Reaktion nachzuweisen, wird ein weiterer Antikdrper, der
mit einem Enzym, hier Meerrettich-Peroxidase, markiert ist, hinzugegeben. Dieser Antikorper

ist eine Anti-human-IgA- bzw. -IgG-Praparation und ist so konzipiert, dass weder die spezifische
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Bindungsfahigkeit des Antikdrpers noch die katalytische Aktivitdt des Enzyms eingeschrankt
sind. Der zweite Antikorper bindet nun an den Fc-Teil des nachzuweisenden Antikorpers. Ein
hinzugefligtes Substrat, hier TMB-Substrat, wird von dem Enzym in ein farbiges
Reaktionsprodukt umgesetzt. Die Reaktion wird durch Hinzugeben von Schwefelsdure
gestoppt. Photometrisch wird die Extinktion des Reaktionsproduktes gemessen. Die Menge
der sich entwickelnden Farbe ist proportional zur Menge des nachzuweisenden Antikorpers

(Madigan and Martinko, 2006; medac, 2008).

Die Peroxidase oxidiert die Substrate mit Hilfe von Wasserstoffperoxid (H,0,). Am weitesten
verbreitet ist die Verwendung von Meerrettich-Peroxidase (horse radish peroxidase = HRP), da
sie sehr stabil ist und eine hohe Katalysegeschwindigkeit aufweist. Das am hé&ufigsten
verwendete Substrat in HRP-Detektionssystemen ist 3,3',5,5'-Tetramethylbenzidin (TMB), ein
farbloses Chromogen, welches in dieser Reaktion auerdem als Protonendonor dient. Unter
Bildung von Wasser wird diese vorher farblose Substanz durch Abgabe von Wasserstoff
oxidiert und bildet ein blaues Endprodukt. Durch die Zugabe einer anorganischen Sdure wie
Schwefelsdure (H,SO,) wird die Reaktion gestoppt und ein stabiler gelber Komplex gebildet
(Laing et al., 2011).

1.7 Therapie

1.7.1 Therapie der genitalen Chlamydieninfektion

Auch wenn Chlamydieninfektionen spontan und ohne Residuen ausheilen kénnen, sollte eine
Therapie umgehend nach Diagnosestellung eingeleitet werden, um Komplikationen zu
verhindern (CDC, 2010). Alle Sexualpartner der letzten 6 Monate sollten in die Behandlung mit
einbezogen werden, um Reinfektionen zu vermeiden (AWMF, 2016). Eine addquate Dosierung
der Antibiose und konsequente Fortfiihrung liber die komplette Behandlungsdauer ist fir die
Vermeidung einer Persistenz- und Resistenzentwicklung dringend erforderlich (Hogan et al.,

2004; Schoborg, 2011).

Die empfohlene Therapie der unkomplizierten urogenitalen Infektion in Erwachsenen umfasst
laut der Arbeitsgemeinschaft der Wissenschaftlichen Medizinischen Fachgesellschaften e. V.
(AWMF):

- 1. Wahl: (Tetracycline) Doxycyclin 100 mg, 2 x tgl. fir 7 Tage per os (p. 0.)

- 2. Wahl: (Makrolide) Azithromycin 1 g (bzw. 1,5 g), in Einzeldosis p. o.

(AWMF, 2016)
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Komplizierte Verldaufe, wie PID oder Epididymitis, erfordern stets eine zweiwdOchige
Behandlung, eventuell mit parenteraler Verabreichung des Antibiotikums unter stationaren
Bedingungen (RKI, 2010a; AWMF, 2016). Als Alternativpraparat zu Doxycyclin kénnen hierbei
Ofloxacin und Moxifloxacin (Fluorchinolone) eingesetzt werden. Zur Eskalation der Therapie
einer PID kann Doxycyclin mit Metronidazol (Nitroimidazole) kombiniert werden. Weiterhin ist
es moglich, Doxycyclin mit B-Lactam-Antibiotika zu kombinieren, um bei einer PID auch
differentialdiagnostische Erreger wie z. B. Gonokokken zu beriicksichtigen. Laut AWMF eignen
sich hierzu Ceftriaxon (3. Generation Cephalosporine) und Kombinationsprdparate wie
Amoxicillin/Clavulansdure und Piperacillin/Tazobactam (Penicilline/B-Lactamase-Inhibitoren)

(AWMF, 2016).

Schwangere Patientinnen mit unkompliziertem Erkrankungsverlauf kdnnen mit Azithromycin
1g (bzw. 1,5g) in Einzeldosis p.o. behandelt werden. Alternativ wird Erythromycin
(Makrolide) 500 mg 4 x tgl. fiir 7 Tage p. 0. oder bei schlechter Vertraglichkeit 2 x tgl. fiir 14
Tage p. 0. gegeben (AWMF, 2016).

Das LGV wird mit Doxycyclin 100 mg 2 x tgl. p. 0. oder Erythromycin 500 mg 4 x tgl. p. o. liber
einen Zeitraum von 3 Wochen behandelt (RKI, 2010a; AWMF, 2016).

1.7.2 Therapie von Trachom und Einschlusskonjunktivitis sowie Pneumonie bei

Neugeborenen

Okulare Infektionen miissen mit einer systemischen Antibiotikagabe behandelt werden.
Hierbei gilt bei Erwachsenen, inklusive schwangeren Frauen, die einmalige Gabe von
Azithromycin 1,5g p.o. als Mittel der ersten Wahl. Alternativ kann Azithromycin 500 mg
1 x tgl. fiir 3 Tage p. 0. oder bei nicht Schwangeren Doxycyclin 100 mg, 2 x tgl. Flir 7 Tage p. o.
eingesetzt werden. AusschlieRlich fiir das Trachom kann als Mittel der zweiten Wahl die
topische Gabe von Azithromycin 2 x tgl. fiir 3 Tage in Betracht gezogen werden (AWMF, 2016).
Die lokale antibiotische Therapie der Einschlusskonjunktivitis ist unterstiitzend moglich, jedoch
nicht zwingend erforderlich. Auf jeden Fall sollte jedoch die systemische Behandlung des

Sexualpartners erfolgen (AWMF, 2016).

Infektionen bei Neugeborenen, ob Konjunktivitis oder Pneumonie, werden durch die
vierzehntdgige orale Gabe von Erythromycin behandelt. Die Dosis betragt fir Erythromycin-
Ethylsuccinat 40-50 mg/kg pro Tag und Erythromycin estolat 30—40 mg/kg pro Tag (AWMF,
2016).



22

2. Fragestellung

Im Labor fiir Virologie/Serologie des Instituts fir Medizinische Mikrobiologie der Martin-
Luther-Universitat Halle-Wittenberg wird zur Diagnostik von IgA- und IgG-Antikérpern gegen C.
trachomatis der Chlamydia trachomatis-IgA- bzw. -IgG-ELISA plus medac der Firma medac
GmbH, Standort Wedel, Deutschland verwendet. Alternativ steht nun der Chlamydia
trachomatis IgA- bzw. -IgG EIA der Firma ANI Labsystems Ltd. Oy, Vantaa, Finnland, Vertrieb in

Deutschland: Sekisui Virotech GmbH, Risselsheim, Deutschland zu Verfligung.

Vor Aufstellung von Kosten-Nutzen-Relationen soll zunachst gepriift werden, ob der zur
Diskussion stehende Test auch im klinischen Einsatz im Vergleich zum Chlamydia trachomatis-
IgA- bzw. -IgG-ELISA plus medac vergleichbar gute Ergebnisse erzielt und eine Alternative zum

bisher verwendeten Test darstellt.
Im Rahmen dieser Untersuchung sollen folgende Fragen geklart werden:

1.) Welcher Test weist die bessere Reproduzierbarkeit auf, bzw. welcher Test zeigt die

bessere Intra-Test-Ubereinstimmung?
2.) Wie hoch ist die Inter-Test-Ubereinstimmung der beiden ELISA-Teste?

3.) Kann bei divergenten Testergebnissen durch Synopse der Anamnese, des klinischen

Befundes und anderer Laborbefunde der Krankheitsstatus bestimmt werden?

4.) Welcher der beiden ELISA-Teste korreliert bei divergierenden Testergebnissen besser

mit den klinischen Daten?
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3. Material

3.1 Patientengut

Eine Kooperation mit dem Zentrum fir Reproduktionsmedizin und Andrologie des
Universitatsklinikums Halle (Saale) unter der Leitung von Univ.-Prof. Dr. med. H. M. Behre
ermoglichte es, Blutproben fiir diese Untersuchung zu erhalten. Insgesamt wurden 216 Proben
in der Kinderwunschsprechstunde von OA Dr. med. P. KaltwaRer im Zeitraum vom 19.05.2011

bis zum 11.07.2012 gesammelt. Die Blutproben stammen ausschlieBlich von Frauen.

Die Patientinnen wurden im Laufe des arztlichen Beratungsgespraches von Frau Dr. Kaltwaller
zusatzlich Uber diese laufende Untersuchung aufgeklart. Sie wurden darum gebeten, ihr
schriftliches Einverstandnis zum Weiterverwenden ihrer Blutprobe sowie zur anonymisierten
Auswertung der Angaben (iber Ihre Gesundheit im Rahmen dieser Untersuchung zu geben. Die
Patientinnen wurden darauf hingewiesen, dass die Teilnahme freiwillig ist und ein Widerruf
dieser Einwilligung jederzeit ohne Angaben von Griinden und ohne zu erwartende Nachteile
moglich ist. Gaben die Patientinnen ihr Einverstandnis, wurde ihnen eine Blutprobe von 1 x
4,5ml Blut in ein Serumrdhrchen entnommen. Diese wurde noch im Zentrum fir
Reproduktionsmedizin aufgearbeitet und jeweils 1 ml des Serums zur Testung im Rahmen der
vorliegenden Untersuchung in das Labor fiir Virologie/Serologie des Instituts fir Medizinische

Mikrobiologie der Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg Gberfihrt.

Die Patienteninformation mit der Einverstandniserklarung befindet sich unter 9. Anlagen. Ein

positives Votum der zustandigen Ethikkommission liegt vor.

3.2 Geradte, Laborausstattung und Verbrauchsmaterialien

- DSX™ 4-Platten ELISA-Vollautomat
- Messzylinder zur Verdiinnung der Reagenzien

- Eppendorf-Prazisionspipetten  (Einkanalpipetten: 10-100 ul, 100-1000 pl) mit

Pipetten-Tips

- Kleine Reagenzglaser aus Kunststoff zum Verdiinnen von Probenverdiinnungspuffer

und Proben
- Reagenzglashalter
- Einmalhandschuhe

- Aqua destillata
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3.3 Testkits und Kitinhalt

3.3.1 Testkitinhalt

Tabelle 8: Testkits

medac GmbH, ANI Labsystems Ltd. Oy, Vantaa, Finnland
Wedel, Deutschland Vertrieb in Deutschland: Sekisui Virotech
GmbH
- Chlamydia trachomatis-IgA-ELISA plus - Chlamydia trachomatis IgA EIA
medac
- Chlamydia trachomatis-IgG-ELISA plus - Chlamydia trachomatis IgG EIA
medac

Abbildung 4: medac, Testkit Abbildung 5: ANI Labsystems, Testkit

Abbildung 7: ANI Labsystemes,
Mikrotiterplatte mit
Probenverdiinnungspuffer

Abbildung 6: medac, Mikrotiterplatten IgA
und IgG, ausgewertet
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Chlamydia trachomatis-IgA- bzw. -IgG-ELISA plus medac, medac GmbH

- Mikrotiterplatte: 12 x 8 Vertiefungen (Teststreifen), lila markiert fur IgA, mit ,QTG"
beschriftet fur 1gG (vgl. Abbildung 6), mit Halterahmen und Trockenmittelpappe im
Aluminiumbeutel vakuumverschweil3t, brechbar, Rundboden, beschichtet mit C.-
trachomatis-spezifischem, synthetischem Peptid und NBCS, gebrauchsfertig

- Negativkontrolle: 1,5 ml humanes Serum, gebrauchsfertig, blau gefarbt, enthalt NCBS,
Phenol, ProClin™ 300 und Gentamicinsulfat

- Positivkontrolle: 1,5 ml humanes Serum, gebrauchsfertig, blau gefarbt, enthalt BSA,
FKS, Phenol, ProClin™ 300 und Gentamicinsulfat

- Kalibrator: 1,5 ml humanes Serum, gebrauchsfertig, blau gefarbt, enthalt BSA, FKS,
Phenol, ProClin™ 300 und Gentamicinsulfat

- Waschpuffer: 100 ml PBS/Tween (10x), pH 7,2-7,4, enthélt ProClin™ 300

- Probenverdiinnungspuffer: 110 ml PBS/Tween/NBCS, pH 7,0-7,2, gebrauchsfertig, blau
gefarbt, enthalt ProClin™ 300

- Konjugat: 3 x 4,5 ml Anti-human-IgA- bzw. -IgG-Antikérper (Ziege), HRP-konjugiert,
gebrauchsfertig, gelb gefarbt, enthalt BSA, Phenol, ProClin™ 300 und Gentamicinsulfat

- TMB-Substrat: 10 ml, gebrauchsfertig

- Stopplésung: 2 x 11 ml 0,5 M H,SO, (Schwefelsdure), gebrauchsfertig

- Abdeckfolien fir die Platten, 2 Stiick

(medac, 2008)

Chlamydia trachomatis IgA- bzw. -IgG EIA, ANI Labsystems Ltd. Oy

- beschichtete Mikrotiterplatte: 12 x 8 Vertiefungen (Teststreifen), mit Halterahmen und
im Aluminiumbeutel verschweif3t, brechbar, Rundboden (vgl. Abbildung 7)

- Probenverdiinnungslésung: 30 ml trisgepufferte Kochsalzlosung mit Zusatzen, einem
blau gefarbten Reagenz und 0,05 % Bronidox®

- Negativkontrolle: 1 ml C.-trachomatis-Antikdrper-negatives Humanserum mit 0,05 %
Bronidox® als Konservierungsmittel

- Positivkontrolle: 1 ml C.-trachomatis-Antikorper-positives Humanserum mit 0,05 %
Bronidox® als Konservierungsmittel

- Konjugate: 40 ml gepufferte Kochsalzlosung mit Zusatzen, einem rotgefarbten
Reagenz, Meerrettich-Peroxidase-(HRP-)konjugiertes anti-human-IgA bzw. -1gG (Schaf)

mit 0,1 % N-Methylisothiazolon als Konservierungsmittel
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TMB-Substrat-Solution: 2 x 18 ml, Citrat-Puffer, enthalt 3,3’,5,5'-Tetramethylbenzidin
(TMB) und H,0, (Wasserstoffperoxid) mit Zusdtzen und 0,01 % Kathon CG als
Konservierungsmittel, gebrauchsfertig

Stoppldsung: 25 ml 0,45 M H,SO, (Schwefelsaure)

Waschlésung: 100 ml konzentrierte citratgepufferte Kochsalzlésung mit Zusatzen und
0,05 % Bronidox® als Konservierungsmittel

Abdeckfolien fur die Platten, 2 Stlick

Einwegbehdlter fir die Reagenzien, 2 Stlick

(ANILabsystems, 2009)

3.3.2 Erklarung zu den Reagenzien

ProClin™ 300: ein auf 5-Chlor-2-Methyl-4-Isothiazolin-3-on/2-Methyl-4-Isothiazolin-3-
one (CMIT/MIT 3%) basierende antimikrobielle Lésung, Ldsungsmittel ist

Propylenglycol mit Zusatz von Alkylcarboxylate als Stabilisator
Tween: Tween 20, entspricht Polyoxyethylen(20)-sorbitan-monolaurat, ein Emulgator
Bronidox: 5-Brom-5-Nitro-1,3-Dioxan, eine antimikrobielle Substanz

Kathon CG: eine auf 5-Chloro-2-Methyl-4-Isothiazol-3-one/2-Methyl-4-Isothiazol-3-on
basierende antimikrobielle Lésung, Losungsmittel ist Wasser mit Zusatzen von

Magnesiumsalzen wie Magnesiumchlorid und Magnesiumnitrat als Stabilisator

(Uretsky, 2000)


http://de.wikipedia.org/wiki/3,3%E2%80%B2,5,5%E2%80%B2-Tetramethylbenzidin
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4. Methoden

Die Funktionsweise des fiir diese Untersuchung relevanten Antikérper-ELISA wurde unter

Punkt 1.6.5 erldutert.

4.1 Arbeitsablauf

Blutproben von Patientinnen der Kinderwunschsprechstunde, die ihr Einverstandnis zu der

Teilnahme an der Untersuchung gaben, wurden in die Studie einbezogen.

Die Seren wurden vor der Analyse bei -20 °C gelagert. Die Testung der Proben erfolgte mit 2

verschiedenen serologischen Testen, namlich:

- dem im Labor fur Virologie/Serologie des Instituts flir Medizinische Mikrobiologie der
Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg angewendete Test Chlamydia trachomatis-

IgA bzw. -1gG-ELISA plus medac der Firma medac GmbH und

- dem Chlamydia trachomatis IgA- bzw. -IgG EIA der Firma ANI Labsystems Ltd. Oy,

Vertrieb in Deutschland von Sekisui Virotech GmbH.
Alle Testkomponenten wurden vor Ansetzten der Teste auf Raumtemperatur erwarmt.

Der eingesetzte DSX™ 4-Platten ELISA-Vollautomat wurde vor Durchlauf des Testes mit
testspezifischem Waschpuffer, Konjugat, TMB-Substrat, Stopplésung und A. dest. beschickt.
Insgesamt stand pro Probandin 1 ml Probenmaterial zur Verfligung. Die zur maschinellen
Beschickung erforderliche Mindesteintauchtiefe des ELISA-Vollautomaten konnte damit nicht
erreicht werden. Die Wellplatten wurden daher handisch beschickt und dann in den

Automaten eingesetzt.

In jedem Testdurchlauf wurden jeweils eine IgA- und eine IgG-Mikrotiterplatte des Chlamydia
trachomatis-IgA bzw. -IgG-ELISA plus medac oder entsprechend des Chlamydia trachomatis
IgA- bzw. -IgG EIA von ANI Labsystems beschickt und analysiert. Von jeder Probe wurde eine
Doppelbestimmung durchgefiihrt. Die Mikrotiterplatten sind mit 12x8, also 96 Wells

versehen, sodass 45 Proben je Durchlauf getestet werden konnten.

4.1.1 Chlamydia trachomatis-IgA bzw. -IgG-ELISA plus medac (Ctmedac)

Im ersten Schritt wurden die Seren per Hand im Verhdltnis 1:50 mit
Probenverdinnungsléosung verdiinnt. Dies entspricht 10pul Serum und 490 ul
Probenverdiinnungslosung. Folgend wurden jeweils 50 pul des Probenverdiinnungspuffers zur

Leerwertbestimmung, 50 ul der Negativkontrolle und der Positivkontrolle sowie in
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Doppelbestimmung 50 ul des Kalibrators mit einer 1-Kanal-Pipette in die Kavititen der IgA-
und IgG-Mikrotiterplatte pipettiert. Die Proben wurden in Doppelbestimmung zu je 50 ul
angesetzt. Nach handischer Beschickung der IgA- und IgG-Mikrotiterplatten wurden diese zur
weiteren Bearbeitung in den DSX™ 4-Platten ELISA-Vollautomaten eingesetzt und dort fiir 60
Minuten bei 37 °C inkubiert. Danach erfolgte die dreimalige Waschung mit jeweils 200 pul

Waschpuffer.

Im zweiten Arbeitsschritt wurden jeweils 60 ul Konjugat in die Kavitaten pipettiert und erneut

fiir 60 Minuten inkubiert mit wiederum dreimaliger Waschung.

Das Hinzufligen von jeweils 50 ul TMB-Substrat in die Vertiefungen der Mikrotiterplatte mit
Inkubation fir weitere 30 Minuten bei 37 °C unter Lichtausschluss umfasste den dritten

Arbeitsschritt.

Danach wurde im vierten Schritt durch Zugabe von jeweils 100 ul Stopplosung die Reaktion
gestoppt. Positive Proben sind durch einen Farbumschlag von blau nach gelb gekennzeichnet.
Im Anschluss erfolgte die photometrische Messung der Absorption bei 450 nm/Referenz

620-650 nm.

Da die Mikrotiterplatten mit einem C.-trachomatis-spezifischem, synthetischen Peptid
beschichtet sind, sind laut Angaben des Herstellers falsch positive Ergebnisse durch

Kreuzreaktionen mit anderen Chlamydienarten ausgeschlossen (medac, 2008).

4.1.2 Chlamydia trachomatis IgA- bzw. -IgG EIA, ANI Labsystems (CtANILab)

Die Seren wurden im Verhéltnis 1:10 mit Probenverdiinnungslésung verdiinnt. Per Hand
wurden 180 pl Probenverdiinnungslésung mit einer 1-Kanal-Pipette in jede Kavitat pipettiert.
Dann folgte das Pipettieren von jeweils 20 pl Probenverdiinnungslosung fir den Leerwert,
20 pl der Negativ-Kontrolle, 20 pl der Positiv-Kontrolle in Doppelbestimmung sowie jeweils 20
pl der Proben im Doppelansatz, sodass auch hier 45 Proben pro Testdurchlauf analysiert
wurden. Es folgte das Einsetzten der IgA- und IgG-Mikrotiterplatte in den DSX™ 4-Platten
ELISA-Vollautomaten und die Inkubation fiir 30 Minuten bei 37 °C. Weiterhin erfolgte ein

flinfmaliges Waschen jeder Vertiefung mit 400 ul Waschlosung.

Im Schritt 2 wurden 200 ul Konjugat in jede Vertiefung pipettiert und der Ansatz weitere 30
Minuten bei 37 °C inkubiert. Danach erfolgte wieder ein flinfmaliges Waschen jeder Vertiefung

wie beschrieben.

Nun wurden im dritten Schritt jeweils 200 ul TMB-Substrat in jede Kavitat hinzugefigt und

dann fir 15 Minuten bei Raumtemperatur unter Lichtausschluss inkubiert.
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Nach der Inkubationszeit wurde in einem vierten Schritt durch Zugabe von jeweils 100 pl
Stopplésung die enzymatische Farbumsetzung gestoppt und bei 450 nm/Referenz 620 nm
(590 nm—690 nm) die Absorption photometrisch gemessen. Positive Proben sind

gekennzeichnet durch einen Farbumschlag von blau zu gelb.

Laut Angaben des Herstellers konnen durch Verwendung eines speziesspezifischen,
synthetisch hergestellten Antigens falsch positive Ergebnisse durch Interferenzen mit

Antikoérpern gegen andere Chlamydienarten vermieden werden (ANILabsystems, 2009).

4.2 Berechnung und Interpretation der Ergebnisse

Die Berechnung der Ergebnisse erfolgte automatisch durch das an den DSX™ 4-Platten ELISA-
Vollautomat gekoppelte Computerprogramm/Photometer. Basierend auf der Extinktion der
Proben errechnete sich ein metrischer Wert, der von Ctmedac in der willkiirlich festgelegten
Einheit AU/ml und von CtANILab ohne Einheit angegeben wurde. Je nach vorheriger
Festlegung durch den Hersteller wurden diese Messergebnisse weiterhin in die 3 Kategorien
Antikorper-, positiv?, -,grenzwertig” und -,negativ’ eingeordnet. Die Ausgabe der
Messergebnisse erfolgte in einer Datenmatrix. Zur Quantifizierung der Messergebnisse wurden

die Formeln aus Tabelle 9 und Tabelle 10 herangezogen.

Tabelle 9: Berechnung und Interpretation der Ergebnisse (medac, 2008)

Berechnung

1.) ODxorrigiert = (ODsowert des Kalibrators / ODpysesswert des Kalibrators) x ODgemessen

2.) Konzentration [AU/ml] = b / (a / ODkorrigiert - 1)

Interpretation der Ergebnisse

Der erfassbare Messbereich erstreckt sich von 22—200 AU/ml. Angegeben wurden Ergebnisse
auRerhalb des Messbereiches mit <20,0 AU/ml an der unteren Nachweisgrenze bzw.
> 200,00 AU/ml an der oberen Nachweisgrenze. Fiir IgA und IgG gilt:

Unit-Werte < 22.00 negativ

22.00 £ Unit-Wert < 28.00 grenzwertig

28.00 2 Unit-Wert positiv

OD = Optische Dichte; AU/ml = arbitrary units per millilitre; a und b = Kurvenparameter der

chargenspezifischen Standardkurve
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Tabelle 10: Berechnung und Interpretation der Ergebnisse (ANILabsystems, 2009)

Berechnung

1.) CO=0.6x (Apc-Arb)

2.) S/CO = (As - Arb) / CO

Interpretation der Ergebnisse

Eine Begrenzung des zu erfassenden Messbereiches liegt nicht vor. Minimal kann das Ergebnis
,»,0,00“ betragen. Ein Maximalwert als obere Nachweisgrenze ist vom Hersteller nicht

vorgesehen. Die Werte werden ohne Einheit angegeben. Fiir IgA und I1gG gilt:

S/CO0< 1.0 negativ
1.0<S/C0<1.4 zweifelhaft
S/CO>1.4 positiv

Arb = Mittelwert der Absorption des Reagenzienleerwertes; Apc = Mittelwert der Absorption
der Positiv-Kontrolle; As = Mittelwert der Absorption der Probe; CO = Cut-Off-Wert in arbitrary
units (AU); S/CO = Signal/Cut-Off

4.3 Statistische Analyse

Fiir die statistische Analyse wurde IBM® SPSS® 20 fiir Windows verwendet.

Es sollte festgestellt werden, welcher Test die bessere Reproduzierbarkeit aufweist bzw. wie
gut die beiden Teste miteinander Ubereinstimmen. Da beide Teste die Ergebnisse in
unterschiedlichen Einheiten angeben, ist ein direkter Vergleich der Testergebnisse nicht
moglich. Vergleichbar sind jedoch die von den Testergebnissen abgeleiteten kategorialen
Zuordnungen ,positiv”, ,grenzwertig” und ,negativ’. Hierbei kann die beobachtete
Ubereinstimmung und Cohens Kappa k mit dazugehérigem Konfidenzintervall betrachtet
werden (Kwiecien et al., 2011). Weiterhin kann die Korrelation der metrischen Daten bzw.
Testergebnisse anhand des Rangkorrelationskoeffizienten r; nach Spearman errechnet werden.

(Coggon, 2007).

Um die Testergebnisse innerhalb eines Testes direkt miteinander zu vergleichen, kann eine
Bland-Altman-Analyse durchgefiihrt sowie der Rangkorrelationskoeffizienten r, nach Spearman

berechnet werden. Weiterhin ist auch hier ein indirekter Vergleich anhand der oben
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genannten Kategorien durch die beobachtete Ubereinstimmung und Cohens Kappa k méglich

(Kwiecien et al., 2011).

Streudiagramme und Kontingenztafeln dienen der Visualisierung der Testergebnisse (WeiR,

2013).

4.3.1 Erklarung der angewandten statistischen Mittel

Die genannten statistischen Mittel sollen im Folgenden erklart werden.

Die Haufigkeit und Haufigkeitsverteilung der Testergebnisse wurde mittels Kontingenztafeln

dargestellt.

Um herauszufinden, ob eine neue Messmethode bezliglich einer medizinischen Variablen
eingefiihrt werden kann, eignet sich zur Prifung der Gilte der neuen Messmethode der
Vergleich mit einem etablierten Verfahren. Das Streudiagramm, das Bland-Altman-Diagramm
und Cohens Kappa k stellen deskriptive und grafische Methoden dar, die eine Analyse der
Ubereinstimmung erlauben, und werden unter dem Begriff Konkordanzanalyse

zusammengefasst (Kwiecien et al., 2011).

Durch die Berechnung von Cohens Kappa k kann die Ubereinstimmung kategorialer
Urteilsauspragungen quantitativ bewertet werden (Kwiecien et al.,, 2011). Erfolgt die
Beurteilung eines Sachverhaltes durch 2 unterschiedliche Bewerter, spricht man von einem
sinterrater agreement”, bei der Beurteilung eines Sachverhaltes durch einen Bewerter, die
wiederholt stattfindet, von ,intrarater agreement”. Die beobachtete Ubereinstimmung zeigt
lediglich, welche Ergebnisse tatsachlich gleich sind. Cohens Kappa k misst jedoch den Anteil
der Ubereinstimmungen korrigiert um den Anteil an zufillig (ibereinstimmenden Ergebnissen
(vgl. Tabelle 11). Ergdnzend wird das Konfidenzintervall zur Beurteilung der Préazision der

Schatzung angegeben (Grouven et al., 2007).

Kappa kann zwischen 0 und 1 liegen. Wihrend Kappa bei vélliger Ubereinstimmung einen
Wert von 1 annimmt, bedeutet ein Wert von 0, dass lediglich eine zufillige Ubereinstimmung
vorliegt. Eine absolute Definition der Werte zwischen 0 und 1 ist nicht moglich. Es gibt jedoch
Richtlinien, die die Interpretation erleichtern sollen (vgl. Tabelle 12) (Altman, 1991). Zur
Feststellung der Ubereinstimmung der Teste wurde eine Kappa-Analyse der kategorialen
Ergebnisse durchgefiihrt. Die Analyse erfolgte zum einen zwischen dem ersten und zweiten
Ansatz der Proben, dies entspricht der Ubereinstimmung innerhalb eines Testes, zum anderen
zwischen den beiden ELISA-Testen, dies gleicht der Ubereinstimmung zwischen den beiden

Testen.
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Tabelle 11: Berechnung von Cohens Kappa nach (Altman, 1991)

K= (po-Pe)/ (1-pe)

Po = Gemessener Ubereinstimmungswert der beiden Schitzer; p. = zufillig erwarte

Ubereinstimmungsrate

Tabelle 12: Kategorisierung und Interpretation von Cohens Kappa nach (Altman, 1991)

Wert von Cohens Kappa k AusmaR der Ubereinstimmung
<0,20 Nicht ausreichend (poor)
0,21-0,40 Hinreichend (fair)
0,41-0,60 Moderat (moderate)
0,61-0,80 Gut (good)
0,81-1,00 Sehr gut (very good)

Das Streudiagramm, auch Punktwolke genannt, dient der grafischen Darstellung des
Zusammenhangs von 2 Variablen mit stetiger Auspragung. Jeder Punkt repradsentiert ein
Messpaar, dessen Werte in einem zweiachsigen Diagramm auf der X- bzw. Y-Achse
gegeneinander abgetragen werden (Coggon, 2007). Die Beziehung zwischen den Wertepaaren
wird so visuell vermittelt (Kwiecien et al., 2011). Dicht beieinander liegenden Punkte des
Streudiagramms signalisieren einen starken Zusammenhang (Wei, 2013). Je hoher die
Ubereinstimmung der Messwerte der ELISA-Teste, desto niher befinden sich die Punkte bei

der Winkelhalbierenden (Kwiecien et al., 2011).

Weiterfihrend erfolgt die Berechnung des Korrelationskoeffizienten. Die Korrelation gibt an,
inwieweit die Punkte des Streudiagramms auf bzw. wie nah sie an einer Geraden liegen und
kann Werte zwischen -1 und +1 annehmen. Dies stellt ein MaR fiir die Starke eines
Zusammenhangs zwischen bivariaten, stetigen Variablen dar. Ein negatives Vorzeichen
bedeutet eine Anndherung der Punkte an eine Gerade, die von links oben nach rechts unten
abfallt. Damit besteht ein gegensinniger Zusammenhang. Ein positiver Koeffizient bedeutet
eine Anpassung der Werte an eine von links unten nach rechts oben ansteigende Gerade.
Somit besteht ein gleichsinniger Zusammenhang. Liegt der Koeffizient nahe Null, lassen sich
die Punkte an keine Gerade anpassen (Coggon, 2007). Ausgewdhlt wurde fiir diese
Untersuchung der Rangkorrelationskoeffizient r; nach Spearman. Dies ist ein
nichtparametrisches Verfahren zur Feststellung der Starke eines monotonen Zusammenhangs

zwischen 2 Merkmalen (Coggon, 2007). Voraussetzung fiir die Berechnung des
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Rangkorrelationskoeffizienten sind zumindest ordinal skalierte Werte. Ein linearer
Zusammenhang ist nicht Bedingung. Verarbeitet werden den Werten zugeordnete Rangzahlen,

sodass Ausreiler weniger ins Gewicht fallen (Zofel, 2001).

Die Bland-Altman-Analyse erlaubt die quantitative Bewertung der Unterschiede in den
absoluten Testergebnissen der beiden ELISA-Teste. Bei einem Bland-Altman-Diagramm werden
die Mittelwerte der Messungen gegen die Differenzen der Messpaare abgetragen. Die
horizontale Linie entspricht dem Mittelwert aller Differenzen, die gestrichelte Linie £1,96 x
Standardabweichung (SD) (Kwiecien et al., 2011). Der Mittelwert aller Differenzen gibt an, ob
eine Messmethode die systematische Tendenz zeigt, eher hohere oder niedrigere Ergebnisse
als die zu vergleichende Messmethode zu erbringen. Ausgehend von der Annahme, dass die
Differenzen normalverteilt sind, definiert der durch die 1,96 x Standardabweichung
eingeschlossene Bereich die Grenzen, innerhalb derer sich 95 % der Differenzen befinden, und
wird auch als Ubereinstimmungsbereich, als , limits of agreement” bezeichnet. Je weniger der
Mittelwert der Differenzen von Null abweicht und je ndher die Grenzen des
Ubereinstimmungsbereiches beieinander liegen, desto gréRer ist die Ubereinstimmung der
beiden Messmethoden. Die Giite der Ubereinstimmung muss jedoch letztendlich im Hinblick
auf die klinische Relevanz beurteilt werden (Bland and Altman, 1999). Wie grofR der 95-%-
Ubereinstimmungsbereich sein darf, sodass er noch als akzeptabel gelten kann, muss der

Anwender flr die jeweilige Beurteilung festlegen (Kwiecien et al., 2011).

Um die Streuung von Werten, welche nicht in der gleichen Einheit oder GréRenordnung
gemessen werden, zu normieren, bedient man sich des Variationskoeffizienten. Er stellt ein
relatives Streuungsmald dar und wird in Prozent angegeben. Man kann ihn als Streuung in

Prozent vom Mittelwert interpretieren (Kohn und Oztiirk, 2013).

4.4 Klinische Befunde

Bei 42 Patientinnen lieferten die beiden untersuchten ELISA-Teste divergierende Ergebnisse.
Exemplarisch wurden dann die Akten dieser Patientinnen untersucht, um aus der Synopse von
klinischem Befund, Anamnese und Laborergebnissen eine Aussage bezlglich tatsachlichen

Krankheitsstatus zu ermoglichen.

Unter Punkt 1.5 wurde beschrieben, welche Erkrankungen C. trachomatis hervorrufen kann
und in Punkt 1.6, welcher Labormethoden man sich bedient, um eine urogenitale Infektion
festzustellen. In der klinischen Infertilitdtsdiagnostik kommt zudem der diagnostischen
Laparoskopie mit Chromopertubation (DL+C) besondere Bedeutung zu. Hierbei wird eine blaue

Farbstofflosung, z. B. Methylenblau, iber einen Adapter in die Gebarmutterhdhle eingebracht.
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Sind die Eileiter durchgangig, flieBt die Farbstofflésung in die Bauchhohle und wird dort
sichtbar (Breckwoldt and Keck, 2008). Sie hat sich als zuverldssige Methode erwiesen, um
eventuelle postentziindliche, pathologische Verdanderungen am inneren Genitale und im
kleinen Becken festzustellen und zu beurteilen (Fiddelers et al., 2005; Breckwoldt und Keck,
2008). Bei der Analyse der Patientenakten wurden zusammenschauend die Anamnese,

Laborbefunde und klinische Befunde betrachtet und folgende Punkte zusammengetragen:

Anamnese

- Frihere Erkrankungen, die wegweisend fiir eine Chlamydieninfektion sein kénnten:
Zervizitis,  Adnexitis, PID, chronischer = Unterbauchschmerz oder eine

Extrauteringraviditat (Crossman, 2006; RKI, 2010a)?
Laborbefund
- Positive Abstrich-PCR oder Urin-PCR (Guidance 2009)?

- Vorliegen eines positiven serologischen Befundes des Labors des Zentrums fir

Reproduktionsmedizin und Andrologie (ZRA) des Universitatsklinikum Halle (Saale)?

Klinische Befunde

- Aufféllige DL+C: darstellbare Adhasionen, Strikturen und Vernarbungen im kleinen
Becken, Sactosalpinx oder Adnexitis (Dieterle et al., 1998; Crossman, 2006; RKI,

2010a)?
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5. Ergebnisse

216 Serumproben wurden in der Zeit vom 19.05.2011 bis 11.07.2012 in der
Kinderwunschsprechstunde des Universitatsklinikums Halle (Saale) gesammelt. Sie wurden mit
dem Chlamydia trachomatis IgA- bzw. -IgG EIA der Firma ANI Labsystems Ltd. Oy, (CtANILab)
und dem Chlamydia trachomatis-IgA- bzw. -IgG-ELISA plus der Firma medac GmbH (Ctmedac)

auf das Vorhandensein von IgA- und IgG-Antikorpern getestet.

5.1. Haufigkeit und Haufigkeitsverteilung

5.1.1 Ergebnisse des Ctmedac und des CtANILab

Jede Probe wurde im Ctmedac und CtANILab fiir die IgA- und IgG-Antikdrper doppelt
bestimmt. Aus dieser Doppelbestimmung wurden die Mittelwerte errechnet. Die Ergebnisse
der beiden ELISA-Teste wurden entsprechend der Bewertungsintervalle (vgl. 4.2) ,positiv”,

yhegativ’ und ,grenzwertig” in Tabelle 13 und Tabelle 14 zusammengefasst.

Tabelle 13: Haufigkeit der Ergebnisse Ctmedac

Test IgA IgG
Ergebnis
Positiv 20(9,3 %) 48 (22,2 %)
Negativ 186 (86,1 %) 159 (73,6 %)
Grenzwertig 10 (4,6 %) 9 (4,2 %)
Total 216 (100 %) 216 (100%)

Tabelle 14: Haufigkeit der Ergebnisse CtANILab

Test IgA IgG
Ergebnis
Positiv 28 (13,0 %) 45 (20,8 %)
Negativ 176 (81,5 %) 158 (73,1 %)
Grenzwertig 12 (5,6 %) 13 (6,0 %)
Total 216 (100 %) 216 (100 %)




5.1.2 Gegeniiberstellung in der Kontingenztafel

Tabelle 15: Haufigkeitsverteilung, IgA
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CtANILab IgA

positiv negativ grenzwertig Total

positiv 17 (7,9 %) 2 (0,9 %) 1(0,5 %) 20(9,3 %)
negativ 6(2,8%) [170(78,7%) | 10(4,6 %) |186 (86,1 %)
Ctmedac IgA

grenzwertig 5(2,3%) 4(1,9%) 1(0,5 %) 10 (4,6 %)

Total 28 (13,0%) | 176 (81,5%) | 12 (5,6 %) 216
ota ol = 27 (100,0 %)

Der Gegenuberstellung in der Kontingenztafel ist zu entnehmen, dass die beiden
Enzymimmunoassays in 188 Proben (87,0 %) fir IgA ein ibereinstimmendes Ergebnis zeigen.
Dabei wird 1 Probe (0,5 %) Ubereinstimmend ,grenzwertig”, 170 (78,7 %) Ubereinstimmend

»,hegativ’ und 17 Proben (7,9 %) Gbereinstimmend , positiv” getestet.

Bezogen auf Ctmedac, welcher 20 Proben positiv testet, stimmen 3 (15 %) Ergebnisse von
CtANILab nicht damit Gberein bzw. von 28 von CtANILab als positiven getestete Proben

stimmen 11 (39,2 %) von Ctmedac nicht Uiberein.

Bezliglich der 186 negativ von Ctmedac getesteten Proben zeigt CtANILab in 16 (8,6 %) Fallen
ein anderes Ergebnis. Umgekehrt stimmen 6 (3,4 %) Proben von Ctmedac nicht mit den 176

von CtANILab als negativ getestete Proben liberein.

Finf Proben, die vom CtANILab als ,positiv’ bewertet werden, befundet der Ctmedac als
»grenzwertig”. Weitere 6 vom CtANILab als ,positiv’ bewertete Proben erscheinen im
Ctmedac , negativ”. Vier Proben, die vom CtANILab als ,negativ” bewertet werden, erscheinen
bei Ctmedac ,grenzwertig”. Weitere 2 in CtANILab als , negativ” bewertete Proben erscheinen
in Ctmedac ,positiv“. Eine Probe wird von CtANILab als ,grenzwertig” getestet und bei
Ctmedac als ,positiv’ befundet. Bei 10 Proben wird von Ctmedac kein spezifischer
Antikérpernachweis erbracht, in CtANILab befindet sich das Messergebnis allerdings im

»grenzwertigen” Bereich.

Insgesamt bewertet der CtANILab 11 Proben ,positiv“, in denen der Ctmedac lediglich
»grenzwertige” oder gar keine Antikortiter nachweisen kann. Zehn Proben befinden sich im
CtANILab im ,grenzwertigen“ Bereich, wahrend der Ctmedac keine Antikdrper nachweist.
Umgekehrt sind im Ctmedac 3 Proben ,positiv’, die im CtANILab als ,negativ’ oder

»grenzwertig” bewertet werden, weiterhin 4 Proben ,grenzwertig”, die im CtANILab als
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,hegativ’ bewertet werden. Von den 28 (13 %) im IgA abweichenden Proben werden von
CtANILab also insgesamt 6 respektive 21 Proben, wenn man die Gegenliberstellung , negativ”
oder ,positiv’ zu ,grenzwertig” beachtet, mit einem hoheren Antikérpertiter gemessen.
Umgekehrt werden vom Ctmedac 2 respektive 7 Proben mit einem im Vergleich hoheren Titer

gemessen.

Tabelle 16: Haufigkeitsverteilung, I1gG

CtANILab IgG
positiv negativ grenzwertig Total
positiv 42 (19,4 %) 3(1,4 %) 3(1,4 %) 48 (22,2 %)
negativ 2 (0,9 %) 152 (70,4 %) | 5(2,3%) [159(73,6%)
Ctmedac IgG
grenzwertig 1(0,5 %) 3(1,4%) 5(2,3 %) 9 (4,2 %)
Total 45 (20,8 %) | 158 (73,1%)| 13(6,0%) 216
ota o 7 0 (100,0 %)

199 Proben (92,1 %) werden von beiden ELSIA-Testen Ubereinstimmend bewertet: jeweils
gleichsam 5 Proben (2,3 %) ,grenzwertig”, 152 Proben (70,4 %) ,negativ“ und 42 Proben
(19,4 %) , positiv.”

Bezogen auf Ctmedac, welcher 48 Proben positiv testet, stimmen 6 (12,5 %) Ergebnisse von
CtANILab nicht damit (berein bzw. von 45 von CtANILab als positiven getestete Proben

stimmen 3 (6,7 %) von Ctmedac nicht Gberein.

Beziglich der 159 negativ von Ctmedac getesteten Proben zeigt CtANILab in 7 (4,4 %) Proben
ein anderes Ergebnis. Umgekehrt stimmen 6 (3,8 %) Proben von Ctmedac nicht mit den 158

von CtANILab als negativ getestete Proben (iberein.

Eine vom CtANILab als ,positiv“ bewerte Probe erscheint im Ctmedac als ,grenzwertig”. Zwei
weitere im CtANILab als ,positiv’ gemessene Proben werden im Ctmedac als ,negativ”
bewertet. Von insgesamt 6 Proben, die vom CtANILab als ,negativ’ befundet werden,
erscheinen 3 im Ctmedac als ,grenzwertig” und weitere 3 als ,positiv“. Fiinf Proben, vom
CtANILab als ,grenzwertig” gewertet, werden von Ctmedac als ,negativ” gemessen. Drei

Weitere im CtANILab als ,grenzwertig” erscheinende Proben werden vom Ctmedac , positiv

bewertet.

Insgesamt werden 3 Proben von CtANILab als ,positiv’ befundet, die von Ctmedac als

y,hegativ’ bzw. als ,grenzwertig” bewertet werden. Fiinf Proben, in denen die

Antikorperkonzentration als ,grenzwertig” bewertet wird, erschienen im Ctmedac ,negativ”.
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Umgekehrt erscheinen im Ctmedac 6 Proben ,positiv“, die vom CtANILab ,negativ” oder
»grenzwertig” bewertet werden. Weitere 3 Proben werden als ,grenzwertig” bewertet,
wahrend sie im CtANILab ,negativ” befundet werden. Von den 17 (7,9 %) in IgG abweichenden
Testergebnissen werden 2 respektive 8 Proben, bei Mitbeachtung der ,grenzwertig”
bewerteten Proben, vom CtANILab mit einem héheren Antikorpertiter gemessen. Umgekehrt

werden im Ctmedac 3 respektive 9 Proben mit einem im Vergleich hoheren Titer gemessen.

5.2 Beobachtete Ubereinstimmung (observed agreement) und Cohens
Kappa k

Tabelle 17: Beobachtete Intra- und Inter-Test-Ubereinstimmung und Cohens Kappa k

beobachtete Ubereinstimmung Kappa
95 % 95 %
Konfidenzintervall Konfidenzintervall
% Normal Normal % Untere Obere
approx. approx. Grenze Grenze
untere obere
Grenze Grenze
IgA 1./2. 96,3 93,8 98,8 85,1 75,6 94,6
Ctmedac
IgG 1./2. 97,7 95,7 99,7 94,2 89,3 99,1
IgA 1./2. 98,6 97,1 100,0 95,7 90,1 100,0
CtANILab
1gG 1./2. 99,5 98,6 100,0 98,9 96,7 100,0
Ctmedac IgA 87,0 82,6 91,5 54,3 40,9 67,7
/
CtANILab IgG 92,1 88,5 95,7 80,9 72,6 89,3

Ctmedac = Chlamydia trachomatis-IgA- bzw. -IgG-ELISA plus, medac; CtANILab = Chlamydia
trachomatis IgA- bzw. -IgG EIA, ANI Labsystems; 1./2. = Gegenuberstellung des ersten und

zweiten kategorialen Testergebnisses einer Probe

Gegenlbergestellt wurden jeweils die kategorialen Ergebnisse des ersten und zweiten
Probenansatzes fir IgA und 1gG eines ELISAs. Bewertet wurden die beobachtete
Ubereinstimmung sowie die zufallskorrigierte Ubereinstimmung nach Cohens Kappa k. Da jede
Probe zweimal durch einen Enzymimmunoassay bewertet wurde, entspricht dies fiir Cohens
Kappa k dem ,intraassay agreement” (Ubereinstimmung der Bewertung eines Beurteilers).

Weiterhin wurden die kategorialen Testergebnisse von jeweils IgA und IgG der beiden
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Enzymimmunoassays Ctmedac und CtANILab auf beobachtete und zufallskorrigierte
Ubereinstimmung tiberpriift. Da hier eine Probe von 2 verschiedenen Testen bewertet wurde,
entspricht dies fiir Cohens Kappa k dem ,interassay agreement” (Ubereinstimmung

unterschiedlicher Bewerter).

Fiir die Interpretation von Kappa wurde die von Altman vorgeschlagene Bewertungstabelle

herangezogen (vgl. Tabelle 12).

Bei Ctmedac zeigen sich im Bereich der niedrigen Titer Abweichungen in insgesamt 13 Proben,
welche eine Konsequenz fiir die kategoriale Zuordnung haben. Fir IgA zeigen sich 4 Proben im
Doppelansatz ,grenzwertig”/,negativ“ und 4 Proben ,grenzwertig“/, positiv”. Fiir IgG zeigt sich
ebenso 1 Probe , grenzwertig”/, negativ” und 3 Proben , grenzwertig”/, positiv”, sowie 1 Probe

»positiv’/, negativ”.

Unterschiede im Doppelansatz von CtANILab, welche das kategoriale Testergebnis
beeinflussen, zeigen sich hier in 4 Proben. In IgA zeigt 1 Probe eine Unterscheidung zwischen
»grenzwertig”/,negativ’ auf und 2 Proben zwischen ,grenzwertig”/, positiv“. Flur 1gG zeigt

lediglich 1 Probe einen Unterschied zwischen ,grenzwertig”/, positiv auf.

Betrachtet man nun die Ubereinstimmung der Testergebnisse innerhalb einer
Nachweismethode, zeigt sich fir Ctmedac sowie fiir CtANILab eine nahezu vollstindige
beobachtete Ubereinstimmung mit gering héheren Werten fiir CtANILab. Die nach Cohen
korrigierte Ubereinstimmung fiir die Testergebnisse von IgA des Ctmedac entspricht 85,1 %
(95 % Kl: 75,6-94,6), dies ist niedriger als die von CtANILab mit 95,7 % (95 % KI: 90,1-100,0).
Beide Werte entsprechen jedoch nach Altman einer ,sehr guten” Ubereinstimmung. Fiir IgG
kann bei CtANILab mit 98,9 % (95 % KI: 96,7—100,0) und einem etwas niedrigeren Prozentsatz
bei Ctmedac mit 94,2 % (95 % Kl: 89,3-99,1) ebenfalls eine ,sehr gute” zufallskorrigierte

Ubereinstimmung des ersten und zweiten Probenansatzes festgestellt werden.

Die Gegeniiberstellung von Ctmedac und CtANILab in den Testergebnissen von IgA zeigt eine
zufallskorrigierte Ubereinstimmung von 54,3 % (95 % Kl: 40,9-67,7) und ist als ,moderat” zu
bewerten. Die kategorialen Testergebnisse von IgG zeigen mit 80,9 % (95 % Kl: 72,6—89,3) eine

,gute” Ubereinstimmung.

Die dazugehorigen Kontingenztafeln befinden sich unter 9. Anlagen (vgl. Tabelle 24-Tabelle

29).
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5.3 Streudiagramme und Korrelationskoeffizient

5.3.1 Korrelationskoeffizient

Der errechnete Rangkorrelationskoeffizient ry nach Spearman betragt bei Ctmedac 0,95 fir IgA
und 0,99 fir 1gG (vgl. Tabelle 18) bzw. bei CtANILab fir IgA und 1gG jeweils 0,99 (vgl. Tabelle

19). In der Gegenlberstellung der Ergebnisse beider Teste betragt die

Rangkorrelationskoeffizient r nach Spearman 0,58 fiir IgA (vgl. Tabelle 20) und 0,71 fir IgG

(vgl. Tabelle 21).

Tabelle 18: Rangkorrelation rs nach Spearman fiir IgA und IgG, Ctmedac

1. Ansatz | 2. Ansatz | 1. Ansatz | 2. Ansatz
Korrelation IgA IgA 1gG I1gG
Ctmedac | Ctmedac | Ctmedac | Ctmedac
Correlation o
1,000 ,954
1. Ansatz  coefficient
IsA Sig. (2-tailed) >0,001
18. (4-talle /]
Ctmedac &
N 216 216
Correlation -
2. Ansatz | ficient ,954 1,000
IgA , .
Ctmedac Sig. (2-tailed) >0,001
Rangkorrelation r, N 216 216
Correlation o
nach Spearman | 1, Ansatz (oefficient 1,000 292
l8G Sig. (2-tailed) >0,001
18. (4-talle /)
Ctmedac &
N 216 216
Correlation x
2. Ansatz | . ficient ,992 1,000
IgG , .
Ctmedac Sig. (2-tailed) >0,001
N 216 216

** Correlation is significant at the 0.01 level (2-tailed) = Die Korrelation ist signifikant bei 0,01 (2-seitig);

Correlation Coefficient = Korrelationskoeffizient; Sig. (2-tailed) = Signifikanz (2-seitig), N = Anzahl der Félle




Tabelle 19: Rangkorrelation rs nach Spearman fiir IgA und IgG, CtANILab
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1. Ansatz | 2. Ansatz | 1. Ansatz | 2. Ansatz
Korrelation IgA IgA 1gG IgG
CtANILab | CtANILab | CtANILab | CtANILab
Lansats ot oo
IgA : :
CtANILab Sig. (2-tailed) >0,001
N 216 216
2 Ansatz e | o 1o
IgA
CtANILab Sig. (2-tailed) >0,001
Rangkorrelation r, N )16 16
nach Spearman i -
S PPN S
IgG : ,
CtANILab Sig. (2-tailed) >0,001
N 216 216
2. Ansatz gg;ﬁ,‘;ﬂﬂ: ,992" 1,000
IgG
CtANILab Sig. (2-tailed) >0,001
N 216 216

** Correlation is significant at the 0.01 level (2-tailed) = Die Korrelation ist signifikant bei 0,01 (2-seitig);

Correlation Coefficient = Korrelationskoeffizient; Sig. (2-tailed) = Signifikanz (2-seitig), N = Anzahl der Falle

Tabelle 20: Rangkorrelation r;nach Spearman, IgA, Ctmedac und CtANILab

Mittelwert 1./2. | Mittelwert 1./2.
Korrelation Ansatz IgA Ansatz IgA
Ctmedac CtANILab
Correlation 1.000 578"
Mittelwert 1,72,  Coefficient
Ansatz IgA Ctmedac 5ig. (2-tailed) >0,001
Rangkorrelation r N 216 216
nach Spearman i o
. Corre.la.tlon 578 1,000
Mittelwert 1./2.  Coefficient
Ansatz IgA CtANILab [sig. (2-tailed) >0,001
N 216 216

** Correlation is significant at the 0.01 level (2-tailed) = Die Korrelation ist signifikant bei 0,01 (2-seitig);

Correlation Coefficient = Korrelationskoeffizient; Sig. (2-tailed) = Signifikanz (2-seitig), N = Anzahl der Fille
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Tabelle 21: Rangkorrelation r; nach Spearman, IgG Ctmedac und CtANILab

Mittelwert 1./2. | Mittelwert 1./2.

Korrelation Ansatz IgG Ansatz IgG
Ctmedac CtANILab
Cor::;la.tion 1,000 ’714**
Mittelwert 1./2.  Coefficient
Ansatz IgG Ctmedac ‘Sig. (2-tailed) . >0,001
Rangkorrelation r, N 216 216
nach Spearman i -
P Cor:cila.tlon 714 1,000
Mittelwert 1./2.  Coefficient
Ansatz IgG CtANILab ‘Sig, (2-tailed) >0,001
‘N 216 216

** Correlation is significant at the 0.01 level (2-tailed). = Die Korrelation ist signifikant bei 0,01 (2-seitig); Correlation

Coefficient = Korrelationskoeffizient; Sig. (2-tailed) = Signifikanz (2-seitig), N = Anzahl der Fille

5.3.2 Streudiagramme

Die Abbildung 8 bis 11 stellen Streudiagramme der gegeneinander aufgetragenen
Messergebnisse des ersten und zweiten Testansatzes einer Probe fiir IgA bzw. IgG dar. Die
Punkte der Streudiagramme liegen weitestgehend auf oder nah an der Winkelhalbierenden
und spiegeln so die gute Ubereinstimmung der Messergebnisse innerhalb der jeweiligen
Immunoassays wider. Analog der etwas besseren Werte fiir Kappa zeigen die Streudiagramme
fir den CtANILab eine dichtere Anordnung der Punkte auf als die Streudiagramme fir
Ctmedac. Deutlich zu erkennen sind mehrere , AusreiRer” (= ausgepragt unterschiedliche

Ergebnisse im Doppelansatz) im Streudiagramm Ctmedac fiir IgG (vgl. Abbildung 9).

Die Werte des CtANILab werden ohne Einheit angegeben (vgl. 4.2). Gleiches gilt auch fiir die

Bland-Altman-Diagramme.

Die Abbildung 12 und Abbildung 13 stellen die Testergebnisse von Ctmedac und CtANILab
jeweils fur IgA und 1gG gegeniiber. Die weiterhin hier eingefligten horizontalen und vertikalen
Linien entsprechen dem Schema der Kontingenztafel zur Berechnung des Wertes fiir Kappa

und stellen eine visuelle Erganzung zu den entsprechenden Kontingenztafeln dar.
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Abbildung 12: Gegeniiberstellung Testergebnisse IgA, Ctmedac und CtANILab
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Abbildung 13: Gegeniiberstellung Testergebnisse I1gG, Ctmedac und CtANILab
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5.4 Bland-Altman-Diagramm

Die Bland-Altman-Diagramme beschreiben die Abweichung der metrischen Testdaten der
Doppelbestimmungen fiir IgA und IgG von Ctmedac und CtANILab. Die mittlere Differenz liegt
fir Ctmedac in beiden Bland-Altman-Diagrammen nahezu bei 0 (vgl. Abbildung 14 und
Abbildung 15). Es liegt also kein Hinweis auf eine systematische Abweichung zwischen den
Messungen vor. Der Ubereinstimmungsbereich liegt in den Grenzen [-3,26; +3,79] fir die
Messungen von IgA (vgl. Abbildung 14) und [-9,22; +9,56] flir die Messungen von 1gG (vgl.
Abbildung 15).

Abbildung 16 und Abbildung 17 stellen die Testergebnisse bzw. deren mittlere Differenzen und
die Mittelwerte des CtANILab gegeniiber. Auch hier liegt die Mittelwertlinie der Differenzen
fiir IgA und IgG erwartungsgemall nahezu bei 0. Die Variationsbreite der mittleren Differenzen
betragt [-0,056; +0,063] fur IgA (vgl. Abbildung 16) bzw. [-0,0701; +0,0665] fir 1gG (vgl.
Abbildung 17).
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Abbildung 17: Bland-Altman-Diagramm, CtANILab IgG

5.5 Analyse der Patientenakten

Abweichende Ergebnisse in den beiden untersuchten Testen weisen die Proben von 42 der
insgesamt 216 Patientinnen auf. In jede dieser 42 Krankenakten wurde Einsicht genommen,
um festzustellen, ob anhand der klinischen Befunde, der Anamnese und anderer Laborbefunde

die Zuordnung zu einem definierten Krankheitsstatus gelingen kann.

14 Serumproben zeigen fiir die 1gG-Bestimmung abweichende Ergebnisse, 25 fiir IgA und 3
sowohl fir IgA als auch fir IgG. Kontrare Ergebnisse liegen fiir IgG bei 5 Proben vor in dem
Sinne, dass ein Test ,positiv’, der andere die Probe ,negativ“ anzeigt. Drei dieser 5 Proben
werden dabei von Ctmedac als ,,positiv” befundet. Fir die IgA-Antikorper befundet CtANILab
von 8 Proben 6 als ,positiv’, welche im Ctmedac ,negativ” sind. Die Abweichungen der
restlichen Testergebnisse befinden sich in einem engen Bereich um den Grenzwert herum,
sodass ein Test IgG- oder IgA-, positiv” oder , negativ”, der andere Test den Antikorpertiter als

»grenzwertig” einstuft.
Folgende Tendenzen kénnen dabei festgestellt werden:

Ein von gleichsam beiden ELISA-Testen erfasster erhohter IgG-Titer ist in der (iberwiegenden
Zahl der betrachteten Falle von nachzuvollziehenden klinischen Befunden begleitet wie

makroskopisch sichtbaren Veranderungen in der DL+C oder positiver Anamnese fiir Adnexitis,
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PID oder chronischen Unterbauchschmerzen. Bei einem gleichsam negativen IgG-Titer kdnnen
im Uberwiegenden Anteil der Fille keine Symptome nachgewiesen werden. War nur in einem
der beiden Teste der IgG Titer erhoht, liefert in einigen Fallen eine durchgefiihrte DL+C
wichtige Hinweise auf das Vorliegen von Pathologien am inneren Genitale. Da jedoch nicht bei
jeder betroffenen Patientin eine laparoskopische Untersuchung durchgefiihrt wurde,
insgesamt ist bei 24 der 42 Patientinnen eine DL+C dokumentiert, konnte dieser Ansatz nicht

einheitlich verfolgt werden und die eindeutige Zuordnung zu einem Krankheitsstatus gelang in

vielen Fallen nicht.

5.5.1 Betrachtung der IgG-Titer der 42 Patientenakten beziiglich der

Ubereinstimmung des Testergebnisses und des klinischen Befundes

Tabelle 22: Gegeniiberstellung der IgG-Testergebnisse der 42 betrachten Patientinnen

CtANILab IgG
positiv negativ grenzwertig Total
positiv Anzahl 14 3 3 20
negativ Anzahl 2 8 5 15
Ctmedac IgG
grenzwertig |Anzahl 1 3 3 7
Total Anzahl 17 14 11 42

In 14 der 42 Proben ist der IgG-Titernachweis in beiden untersuchten Testen positiv. Dabei
zeigen die Patientinnen bis auf 4 Ausnahmen entsprechende klinische Befunde, die auf eine

Chlamydieninfektion hinweisen.

Bei 8 Patientinnen mit in beiden Testen negativem IgG-Nachweis, mit in IgA- ,grenzwertig”
oder- ,positiv’ erhéhten Antikdrpertitern, kénnen bei 2 Patientinnen hinweisende klinische

Befunde erhoben werden. In diesen beiden Fallen ist der IgA-Titer im CtANILab erhoht.

Drei Proben werden in beiden Testen ,grenzwertig” getestet. Hier kann jedoch kein Hinweis

auf eine Chlamydieninfektion eruiert werden.

“"

Bei insgesamt 8 Proben werden 3 von CtANILab als ,1gG-negativ” und 5 als ,,1gG-grenzwertig
bewertet, wobei Ctmedac jeweils das entgegengesetzte Ergebnis erbringt. In 2 Fallen liegen
Hinweise auf eine Infektion vor, hierbei zeigt sich je einmal CtANILab und einmal Ctmedac

»lgG-grenzwertig”.
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“"

Bei insgesamt 4 Proben werden 1 von CtANILab als , 1gG-positiv” und 3 als , 1gG-grenzwertig
bewertet, wo Ctmedac jeweils das entgegengesetzte Ergebnis erbringt. In 2 Fallen liegen
Hinweise fiir eine durchgemachte Adnexitis vor. Es zeigen sich in diesen beiden Fillen je

einmal CtANILab und Ctmedac ,IgG-positiv“.

Von 5 Proben erscheinen im CtANILab 3 ,lgG-negativ” und 2 ,lgG-positiv’ mit jeweils
entgegengesetztem Ergebnis im Ctmedac. In lediglich einem dieser Falle kann durch einen
vormals positiven Abstrich eine Chlamydieninfektion festgestellt werden, hierbei ist Ctmedac
»lgG-positiv”. In den anderen 4 Fallen kann auch auf Grund unvollstandiger Diagnostik keine

eindeutige Aussage getroffen werden.

5.5.2 Betrachtung der IgA-Titer der 42 Patientenakten beziiglich der

Ubereinstimmung des Testergebnisses und des klinischen Befundes

Tabelle 23: Gegeniiberstellung der IgA-Testergebnisse der 42 betrachten Patientenakten

CtANIiLab IgA
positiv negativ grenzwertig Total
positiv Anzahl 1 2 1 4
negativ Anzahl 6 13 10 29
Ctmedac IgA
grenzwertig |Anzahl 5 4 0 9
Total Anzahl 12 19 11 42

Es kann die deutliche Tendenz festgestellt werden, dass der IgA-Titer im CtANILab haufiger
erhoht ist als im Ctmedac. Dies geht jedoch nicht regelhaft mit Vorliegen von akuten

Symptomen oder klinischen Befunden einher.

In 23 der 42 Proben zeigt CtANILab einen erhohten IgA-Titer, dabei sind 12 ,,positiv” und 11
»grenzwertig”, wohingegen Ctmedac in 21 dieser Falle einen niedrigeren oder negativen Titer
angibt. In der Gegenuntersuchung zeigen 13 von 42 Proben im Ctmedac ein erhohtes IgA,
dabei sind 4 , positiv’ und 9 ,,grenzwertig”. In 7 dieser Falle liegt kein oder ein niedrigerer Titer

bei CtANILab vor.

Insgesamt liegt in 8 Fallen eine alleinige IgA-Titer-Erhdhung vor. Sechs dieser 8 Falle betreffen
CtANILab, hierbei sind 1 Probe ,positiv’ und 5 ,grenzwertig”. Bei 2 dieser von CtANILab
detektierten Falle wurde eine DL+C durchgefiihrt und es konnten Zeichen einer chronischen

bzw. durchgemachten Chlamydieninfektion festgestellt werden. In den beiden von Ctmedac
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mit einem ,grenzwertig” erhohten IgA-Titer bewerteten Proben liegt ein negativer PCR-

Abstrich vor.

Von 21 Patientinnen, die einen erhohten IgG- sowie IgA-Titer aufwiesen, wurde bei 13 eine
DL+C durchgefiihrt. Zusammenfassend betrachtet lagen hierbei bei 2 Patientinnen Hinweise
auf eine aktive Infektion vor. In diesen beiden Fallen wird die IgA-Erhéhung durch CtANILab
detektiert, bei Ctmedac ist indes in diesen Fallen nur IgG erhoht. Bei 5 weiteren Patientinnen
sind in einer DL+C Befunde am inneren Genitale sichtbar, welche eher auf eine chronische
oder durchgemachte Infektion hindeuten. CtANILab zeigt in diesen 5 Fallen die héheren IgA-
Antikorpertiter, gleichwohl Ctmedac in 2 dieser Falle ebenfalls einen erhéhten IgA-Titer
aufweist. Bei 1 Patientin, bei welcher in der Vergangenheit ein positiver PCR-Abstrich vorlag,

zeigt Ctmedac den hoheren IgA-Titer.
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6. Diskussion

Die vorliegende Untersuchung befasst sich mit der serologischen C.-trachomatis-Diagnostik. Im
Zeitraum vom 19.05.2011 bis 11.07.2012 wurden dafiir Serumproben von 216 Patientinnen in
der Kinderwunschsprechstunde des ZRA des Universitatsklinikums Halle (Saale) gesammelt
und ausgewertet. Die dabei erhobenen Daten und statistischen Auswertungen werden im

Folgenden in einen wissenschaftlichen Zusammenhang gestellt.

6.1 Gegeniiberstellung in der Kontingenztafel

In der Gegenuiberstellung der kategorialen Ergebnisse konnte gezeigt werden, dass CtANILab
die Tendenz hat, in abweichenden Testergebnissen fiir IgA haufiger hohere IgA-Titer zu
messen. Von den 28 im IgA abweichenden Proben wurden von CtANILab insgesamt 6
respektive 21 Proben, wenn man die Gegenlberstellung ,negativ’ bzw. ,positiv’ zu
»grenzwertig” beachtet, mit einem hoheren Antikorpertiter gemessen. Umgekehrt wurden
vom Ctmedac 2 respektive 7 Proben mit einem im Vergleich hoheren Titer gemessen. Die
Ergebnisse flr IgG zeigten eine ausgeglichene Verteilung der abweichenden Ergebnisse.

Weiterfiihrend wird diese Feststellung unter dem Punkt 6.6.2 diskutiert.

6.2 Beobachtete Ubereinstimmung (observed agreement) und Cohens
Kappa k

Fiir die Reproduzierbarkeit der Teste innerhalb eines Testansatzes konnte bei der
beobachteten Ubereinstimmung und fiir Cohens Kappa « fiir beide Teste eine ,sehr gute”
Ubereinstimmung festgestellt werden. Ctmedac zeigte jedoch mit Werten fiir Kappa von
85,1 % (95 % KI: 75,6—94,6) fiir IgA und 94,2 % (95 % Kl: 89,3-99,1) fiir IgG niedrigere Werte als
CtANILab mit IgA 95,7 % (95 % KI: 90,1-100,0) und 1gG 98,9 % (95 % KI: 96,7-100,0). Die
Ubereinstimmung von Ctmedac und CtANILab fiir die IgA-Ergebnisse ist mit 54,3 % (95 % KI:
40,9-67,7) ,moderat”. Die kategorialen Testergebnisse von IgG zeigen mit 80,9 % (95 % KI:

72,6-89,3) eine ,gute” Ubereinstimmung.

Auffallig bei der Untersuchung des ,intraassay-agreements” war, dass es vor allem bei
Ctmedac in einigen Fallen zu Abweichungen in den metrischen und abgeleitet davon auch in
den kategorialen Ergebnissen kam. Diese Doppelansdtze, 8 davon IgA betreffend, zeigten
Messergebnisse im niedrigen Titerbereich. Weiterhin zeigten sich 1gG betreffend wenige
offensichtliche Ausreiler im hochpositiven Bereich, welche sich im Streudiagramm gut

darstellten, letztendlich jedoch keine Konsequenz fiir das kategoriale Ergebnis haben.
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Unterschiedliche Ergebnisse im niedrigen Titerbereich im Doppelansatz bei CtANILab, welche
das kategoriale Testergebnis beeinflussen, zeigten sich hier in 4 Proben, 3 davon IgA
betreffend. Ausreiller im hochpositiven Bereich, welche so auffallen wie bei Ctmedac, waren

nicht zu verzeichnen.

Abgeleitet von diesen Ergebnissen zeigten beide Teste in den kategorialen Ergebnissen von IgG
gegeniiber IgA die bessere Intratest-Ubereinstimmung. Insgesamt hatte CtANILab die bessere

Intratest-Ubereinstimmung gegeniiber Ctmedac.

Die Intertest-Ubereinstimmung der beiden Teste ist fiir IgG besser als fiir IgA. Eine bessere
Ubereinstimmung fiir IgA wire wiinschenswert gewesen. Da sich fiir IgA im CtANILab jedoch
mehr positive Ergebnisse zeigen als im Ctmedac, liberrascht diese lediglich moderate
Ubereinstimmung nicht. Die therapeutische Relevanz der Antikérperdiagnostik wird unter

Punkt 6.6.1 diskutiert.

6.3 Streudiagramme und Korrelationskoeffizient

Die Abbildung 12 und Abbildung 13 stellen den positiven Zusammenhang zwischen den
Testergebnissen von Ctmedac und CtANILab dar. Der Bereich, in dem die Ergebnisse fir IgA
und 1gG angegeben werden, ist bei Ctmedac von 20,00-200,00 AU/ml| begrenzt. Ergebnisse,
die darunter oder dartber liegen, werden lediglich als ,Unit-Wert <20,00 AU/ml“ bzw. ,Unit-
Wert >200,00 AU/ml“ aufgezeichnet (medac, 2008). CtANILab gibt die Ergebnisse ohne Einheit,
in einem Bereich von 0,00—ohne obere Begrenzung an (ANILabsystems, 2009). Die Begrenzung
des Messbereichs bei Ctmedac fiihrt beim Gegeneinanderauftragen der Ergebnisse der beiden
Teste im Streudiagramm, durch eine Vielzahl der entsprechenden Proben, zu einer
Plateaubildung. Diese kann fir IgA im unteren Diagrammbereich (vgl. Abbildung 12) und fir
IgG im unteren und oberen Diagrambereich (vgl. Abbildung 13) beobachtet werden. Ein so gut
ersichtlicher linearer Zusammenhang wie in den Abbildung 8 bis 11 kommt auf Grund dessen
nicht zustande. Die Steigung einer gedachten Gerade mit der besten Anpassung an die Punkte

im Streudiagramm wird dadurch abgeflacht.

In der Gegenlberstellung der Ergebnisse von Ctmedac und CtANILab betrdgt der errechnete
Rangkorrelationskoeffizient ry nach Spearman fir IgA 0,58 (vgl. Tabelle 20). In Anbetracht
dessen, dass sich im unteren Diagrammbereich ein Plateau gebildeten hat (vgl. Abbildung 12),
stellt dies eine noch gute, jedoch nicht zufriedenstellende Korrelation der Werte dar. Auch in
Abbildung 13 ist eine deutliche Plateaubildung im unteren, zudem auch im oberen
Diagrammbereich zu erkennen. Der Wert der Rangkorrelation r fiir IgG betragt dennoch 0,71

(vgl. Tabelle 21), ein der Rangkorrelation von IgA noch (berlegenen Ergebnis. Die
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Uberlegenheit des Ergebnisses der Rangkorrelation von IgG in der Gegeniiberstellung der
Testergebnisse von Ctmedac und CtANILab entspricht dem ebenfalls fiir IgG besseren Kappa-
Wert der Ubereinstimmung der beiden Teste. Eine bessere Korrelation der Testergebnisse

ware allerdings auch fiir IgG wiinschenswert gewesen.

Die errechneten Rangkorrelationen fiir den jeweils ersten und zweiten Ansatz der Teste zeigen
eine nahezu vollstandige positive Korrelation (vgl. Tabelle 18 und Tabelle 19). Hierbei zeigen
sich die Rangkorrelationskoeffizienten ebenfalls analog zu der errechneten korrigierten
Ubereinstimmung nach Cohens Kappa k mit einem geringfiigig niedrigeren Wert fiir IgA

Ctmedac.

6.4 Bland-Altman-Diagramm

In Ctmedac ist der Ubereinstimmungsbereich mit [-3,26; 3,79] fiir die Messungen von IgA und
[-9,22; +9,56] fur die Messungen von IgG weit gefasst. Laut des Cut-Offs bei Ctmedac kénnen
6 AU/ml mehr oder weniger gemessen entscheidend sein flr ein positives oder negatives
Testergebnis. Das heiRt, die Ergebnisse fur 1gG kdnnen laut Bland-Altman-Analyse bei der
Wiederholung des Testes so stark voneinander abweichen, dass dann ein z. B. positives
Ergebnis negativ erscheint oder umgekehrt. Der Ubereinstimmungsbereich fiir IgG ist demnach
zu groB, um akzeptabel zu sein. Wie aber bereits beschrieben, treten stark voneinander
abweichende Testergebnisse innerhalb des Testes lediglich in wenigen, hochpositiven Proben
auf. Sie haben auf das kategoriale Endergebnis, die ,positiv’ gemessene Probe, keinen Einfluss.
Sehr wohl beeinflussen sie jedoch den Ubereinstimmungsbereich im Bland-Altman-Diagramm.
Dadurch scheint im Ctmedac 1gG eine grolRe Messabweichung vorzuliegen, welche aber nicht

generell auf eine schlechte Reproduzierbarkeit hinweist.

Auch bei IgA zeigen sich in wenigen Proben auffallige Abweichungen im hochpositiven Bereich,

welche auch hier das kategoriale Ergebnis nicht beeinflussen.

Im Bereich der niedrigen Titer zeigt der Ctmedac in 13 Fallen Abweichungen in den
Testergebnissen, welche das kategoriale Ergebnis beeinflussen (vgl. Punkt 5.2). Praktisch kann
dies bedeuten, dass eine fortfilhrende Diagnostik bzw. Therapie falschlicherweise unterlassen
oder unnotigerweise fortgefuihrt wird. Um eine stattgehabte Erkrankung nicht zu tbersehen
bzw. unndtige Diagnostik zu vermeiden, soll ein grenzwertiges Ergebnis laut Empfehlungen
innerhalb von 14 Tagen kontrolliert werden (medac, 2008). So wird ein potentiell positives

Ergebnis eventuell doch erfasst bzw. der Ausschluss der Infektion erbracht.

Insgesamt betrachtet kann der Ubereinstimmungsbereich von Ctmedac IgA akzeptiert werden.

Der Ubereinstimmungsbereich von IgG kann ebenfalls toleriert werden, da er am ehesten
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durch die ,Ausreiler” im hohen Titerbereich zu begriinden ist und Cohens Kappa k zeigt, dass

der Ctmedac IgG eine ,sehr gute” Ubereinstimmung auch im Bereich niedriger Titer aufweist.

Die Bland-Altman-Diagramme fiir CtANILab zeigen mit [-0,056; +0,063] fiir IgA bzw. [-0,0701;
+0,0665] fir IgG eine eng gefasste Variationsbreite der mittleren Differenzen. Abweichungen
von der mittleren Differenz, die in diesem Bereich liegen, konnen akzeptiert werden, da sie
auch im Bereich niedriger Messwerte kaum ins Gewicht fallen. Es zeigten sich jedoch auch hier
in 3 Proben bei IgA und 1 Probe bei IgG Abweichungen im niedrigen Titerbereich, welche das
kategoriale Ergebnis beeinflussen. Auch hier gilt, dass durch ein Durchfiihren einer
Kontrolluntersuchung 14 Tage spater ein unsicheres Ergebnis bestatigt oder verworfen werden

kann (medac, 2008).

6.5 Vergleich der eigenen mit den vom Hersteller angegeben Daten

Laut Clad et al. braucht ein Test vor allem bei Patient(inn)en mit einem niedrigen Titer eine
gute Reproduzierbarkeit, damit in wiederholten Testungen Ergebnisse nicht zwischen

,hegativ’ und , positiv” schwanken (Clad et al., 2000).

Die vom Hersteller angegebene Reproduzierbarkeit innerhalb eines Testansatzes wird durch
die Standardabweichung vom Mittelwert der Testergebnisse mit dazugehdrigem
Variationskoeffizient beschrieben. Fiir Ctmedac IgA betragt sie 0,4 (Variationskoeffizient VK
9,5%) im Bereich eher niedriger Testergebnissen bis 15,9 (VK 6,0%) bei sehr hohen
Testergebnissen (vgl. Tabelle 30). Bei IgG betrdgt die Standardabweichung bei niedrigen
Testergebnisse 0,3 (VK 6,3 %) bzw. 5,4 (VK 4,9 %) bei hohen Testergebnissen (vgl. Tabelle 32).

Fiir CtANILab zeigen sich vom Hersteller angegeben dhnliche Werte. Die Standardabweichung
vom Mittelwert der Testergebnisse betragt bei IgA 0,073 (VK 4,9 %) im Bereich niedriger Titer
und 0,106 (VK 6,6 %) im Bereich hoher Titer (vgl. Tabelle 34), fiir IgG 0,048 (VK 4,8 %) im
Bereich niedriger Titer und 0,098 (VK 5,8 %) im Bereich hoher Titer (vgl. Tabelle 35).

Die Standardabweichung nimmt also mit der Hohe der Messwerte zu. Dies wurde auch in

dieser Untersuchung beobachtet.

Betrachtet man nun die Variationskoeffizienten, welche bei beiden Testen dhnlich sind, zeigt
sich, dass sich die Angaben der Hersteller bezliglich der angegebenen Reproduzierbarkeit ihrer
Teste kaum unterscheiden. In beiden Testen liegt eine gute Reproduzierbarkeit innerhalb eines
Testansatzes vor. Die Intertestiibereinstimmung der Testergebnisse ist ebenfalls gut (vgl.

Tabelle 30, Tabelle 32, Tabelle 35, Tabelle 37).
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Fiir Ctmedac IgA betrdgt die vom Hersteller angegebene Sensitivitat und Spezifitdt 97 %. Fir
lgG werden eine Sensitivitdit von 94 % und eine Spezifitit von 97 % angegeben. Als
Referenztest wurde der Chlamydia trachomatis-IgG-/-IgA-pELISA medac verwendet (medac,
2008). ANI Labsystems lie den eigenen Test in externen Studien evaluieren, welche die
Sensitivitdit und Spezifitit anhand von Patient(inn)engruppen mit bestatigter oder
ausgeschlossener Infektion feststellten. Die Autoren schlussfolgerten, dass eine gute
Sensitivitdt und Spezifitat vorliegt, ohne diese jedoch zu beziffern (Verkooyen et al., 2002;
ANILabsystems, 2009). Eine weitere Studie, welche auch CtANILab IgG mit einschloss, fand fir
IgG eine Sensitivitdt von 100 % und eine Spezifitdt von 96 % im Vergleich zu dem von den

Autoren festgelegten Goldstandard (MIF), Daten zu IgA liegen nicht vor (Muvunyi et al., 2012).

In den genannten Studien zeigen also beide Teste eine gute Leistung. Dabei verwundert es,
dass in dieser Untersuchung die Ergebnisse der Teste fir IgA lediglich eine ,,moderate” und die
fur 1gG ,,gute” Ubereinstimmung nach Cohens Kappa k zeigen. Hierbei muss beachtet werden,
dass die Hersteller bzw. externen Studien jeweils ihren eigenen Referenztest bzw. Standard
festlegten. Die hier festgestellten Ergebnisse im direkten Vergleich von Ctmedac und CtANILab

miteinander sind daher nicht ausgeschlossen.

6.6 Analyse der Patientenakten

Die Entwicklung der Immunoassays ist so weit fortgeschritten, dass die verfligbaren
Enzymimmunoassays zur Detektion von Antikorpern gegen C. trachomatis vergleichbar gute
oder in einigen Fallen sogar bessere Ergebnisse erzielen als der MIFT, der bisherige
»,Goldstandard” der serologischen Diagnostik (Morré et al., 2002; Bax et al., 2003; Baud et al.,
2010; Muvunyi et al.,, 2012). Im Vergleich zum MIFT, bei welchem groRtenteils ganze
Elementarkorperchen aufgetragen werden, verwenden neue ElAs lediglich Antigen-Sequenzen
des MOMP und erlauben so eine bessere Detektion speziesspezifischer Antikorper. Weiterhin
konnen so Kreuzreaktionen vermieden werden (Black, 1997; Meyer, 2007). Der EIA stellt
zudem ein standardisiertes, leichter durchzufiihrendes und preiswerteres Verfahren dar
(Morré et al.,, 2002). In dieser Untersuchung wurde deshalb auf die Untersuchung der

Patientinnenproben mit dem MIFT verzichtet.

Bei der Bearbeitung der festgelegten Fragestellung gilt es nun, die Frage der Relevanz der
angewendeten diagnostischen Mittel bzw. auch deren Einschrankung zu betrachten, um

daraus die Bedeutung der Ergebnisse richtig zu interpretieren.
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6.6.1 Relevanz der Antikorperbestimmung bei Erkrankungen durch C.

trachomatis fiir Screening und Infertilitatsdiagnostik

Die Bedeutung der serologischen Untersuchung ist immer wieder Gegenstand
wissenschaftlicher Diskussionen. Insbesondere beschaftigt die Frage, inwieweit serologische
Teste helfen konnen, im Rahmen einer gyndkologischen Untersuchung bzw.
Infertilitatsdiagnostik eine Pathologie an den Tuben vorherzusagen. Einige Autoren gehen
davon aus, dass die Bestimmung der IgG- bzw. der IgA-Antikérper akkurat die
Wahrscheinlichkeit einer tubaren Schadigung vorhersagen kann (Mouton et al., 2002). Andere
gehen davon aus, sie sei von geringem Wert in der Infertilitatsdiagnostik (Bax et al., 2003;

Logan et al., 2003).

Die Resultate der serologischen Untersuchung bestimmen, welche weiteren Untersuchungen,
wie z.B. die Hysterografie und die diagnostische Laparoskopie, vorgenommen werden
(Fiddelers et al., 2005). Da jeder operative Eingriff ein gewisses Risiko mit sich bringt, wére es
vorzuziehen, das Risiko fiir eine tubare Pathologie vor einer Laparoskopie einzuschatzen,
sodass nur Patientinnen mit einem hohen Risiko dieser invasiven Untersuchung unterzogen
werden. Um das Risiko einer Pathologie an den Tuben auf eine preiswerte und nicht invasive
Art und Weise zu bewerten, wurde das Bestimmen der IgA- und IgG-Antikérper in die

Infertilitatsdiagnostik mit aufgenommen (den Hartog et al., 2006).

Die Serologie kann einen direkten Erregernachweis durch eine Abstrich- oder Urin-PCR nicht
ersetzten, doch gibt es Situationen, in denen ein verlasslicher serologischer Test helfen kann.
Sie kommt z. B. zum Einsatz, wenn die Frau an einer Infektion des oberen Genitaltraktes leidet
und der Erreger lokal (zervikal) nicht mehr nachgewiesen werden kann. Die Serologie wéare nun

der einzige Hinweis auf eine Beteiligung von C. trachomatis (Muvunyi et al., 2012).

Um zu unterscheiden, ob eine Person schon jemals mit C. trachomatis infiziert war oder noch
nie, werden speziesspezifische Teste mit einer hohen Sensitivitdt und guter Reproduzierbarkeit
gewdlinscht. Relevant ist dies vor allem bei Patientinnen mit einem eher niedrigen Titer, da hier
bei einer hohen Intra- oder Intertestvariabilitat die Ergebnisse zwischen ,negativ” und , niedrig

positiv“ variieren (Clad et al., 2000).

Eine hohe Spezifitdt mit einem hohen negativen Vorhersagewert wird im Hinblick auf die
Vorhersagekraft eines serologischen Testes einer tubaren Pathologie gewilinscht (Bax et al.,

2003). Gleiches gilt fur das Screening im Niedrig-Pravalenzbereich (Muvunyi et al., 2012).

Die Ergebnisse, die von verschiedenen Autoren betreffs der Exaktheit der Serologie, vor allem

des IgG, im Voraussagen von tubarer Pathologie prasentiert werden, sind sehr unterschiedlich.
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Das mag durch die unterschiedlichen serologischen Teste selbst, differierenden Cut-Off-
Werten flr positive Testergebnisse und unterschiedliche Referenzstandards fiir eine tubare

Pathologie begriindet sein (Land et al., 1998).

Voraussetzung fiir die richtige Interpretation der C.-trachomatis-Serologie ist das Verstandnis
der Kinetik der Antikorpertiter in einer infizierten Patientin. Komoda beschreibt in einer Studie
zur Kinetik spezifischer C.-trachomatis-IgA- und IgG-Titer, dass eine singuldre IgA-Titer-
Erhohung auf eine Infektion im Frihstadium hinweisen kann. Bestatigt werden sollte dieses

Ergebnis aus seiner Sicht jedoch zusatzlich durch eine PCR (Komoda, 2007).

Weiterhin wird vorgeschlagen, IgA als einen Marker fiir eine chronisch persistierende Infektion
anzunehmen (Falck et al., 2002; Siemer et al., 2008). Der IgA- und IgG-Titer in Patientinnen mit
einer chronisch persistierenden Infektion wirde eine lange Zeit konstant bleiben, ohne
abzunehmen (Komoda, 2007). Arsovic et al. berichteten ebenfalls von erhéhten IgA-Titern,
zusatzlich zu erhohten IgG-Titern, in der Gruppe chronisch persistent infizierter Patientinnen
mit tubarer Infertilitdt (Arsovic et al., 2014). Mouton et al. beschrieben, dass die Bestimmung
der IgA-Antikérper nutzbringender sei in der Serodiagnostik der tubaren Infertilitat als die
Bestimmung von IgG-Antikérpern und schlossen auch, dass diese mit einer akuten

(chronischen) Infektion korreliert seien (Mouton et al., 2002).

Diese Ergebnisse stehen im Kontrast zu anderen Studien, die IgA wenig bis gar keine
diagnostische Relevanz beimessen. Verschiedene Untersuchungen legen nahe, dass auch nach
einer erfolgten effektiven Therapie die IgA-Antikdrper Uber Jahre persistieren kdnnen und aus
diesem Grund mitnichten einen Marker flr eine akute Infektion darstellen (Clad et al., 2000;

Bax et al., 2003; Muvunyi et al., 2012).

Den Hartog et al. sprechen IgG im Vergleich zu IgA die Gberlegene Rolle als Indikator einer
chronisch persistierenden Chlamydieninfektion bzw. einer tubaren Pathologie zu (Land et al.,
1998; den Hartog et al., 2006). Dabei ist 1gG jedoch mehr ein Marker einer durchgemachten
Infektion, weniger Beweis einer persistenten Infektion oder ein spezifischer Hinweis auf eine

Beschadigung der Tuben (den Hartog et al., 2006).

Die Hauptlimitation der serologischen Untersuchung ist also die Anzahl falsch positiver
Ergebnisse bezlglich einer Pathologie an den Tuben (den Hartog et al., 2006). In dieser
Untersuchung wurde bei 24 der 42 Patientinnen, deren Akten eingesehen wurden, eine DL+C
durchgefihrt. Hierbei konnten lediglich bei 10 Patientinnen Pathologien am inneren Genitale
festgestellt werden, trotz erhohter IgA- bzw. IgG-Antikorpertiter. Dies unterstiitzt, was den
Hartog et al. schreiben: Ein positiver IgG-Titer kann im Rahmen einer chronischen Infektion

vorliegen ohne eine nachweisbare Verdanderung an den Tuben. IgG-Antikdrper sind weiterhin
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nicht fiir den Verlauf dieser Infektion oder das AusmaR der Schadigung an den Adnexen
reprasentativ. Ein weiterer bedeutsamer Grund fiir einen positiven I1gG-Antikorpertiter ist eine
durchlaufende Infektion, die eine dauerhafte Seronarbe hinterlasst. Die Bestimmung des IgG-
Antikorpertiters kann also nicht zwischen einer durchgemachten oder fortbestehenden
Infektion unterscheiden (den Hartog et al., 2006). Dem entspricht, was Muvunyi et al. in ihrer
Studie feststellen konnten: es gibt keinen signifikanten Unterschied zwischen der IgG-positiven
Rate bei subfertilen Frauen mit und denen ohne tubare Pathologie (Muvunyi et al., 2012).

Viele Frauen werden so unnotigerweise der DL+C unterzogen.

Zusammenfassend muss gesagt werden, dass es schwierig bleibt einzuschatzen, ob das
Vorliegen von IgA- und bzw. oder IgG-Antikérpern eine akute, chronische, abgeheilte oder
persistente Infektion darstellt, da wenig darliber bekannt ist, wie lang spezifische Antikérper
noch nach lberstandener Infektion in Patientinnen vorliegen (Siemer et al., 2008). Bei 11 der
42 Patientinnen, deren Akten eingesehen wurden, konnte keiner der unter 4.4 beschriebenen
Befunde erhoben werden, was jedoch nicht unbedingt heillt, dass sie keine Infektion
durchgemacht haben. Clad et al. beschreiben, dass selbst nach erfolgter Behandlung sowohl
IgA- als auch IgG-Antikorper Gber Jahre persistieren kénnen. Dabei scheint die Persistenz der
Antikorpertiter nicht von dem Vorhandensein von Antigenen abzuhdngen, sondern eher von

der Reaktivitat des individuellen Immunsystems (Clad et al., 2000).

Angesichts der schwerwiegenden Folgen, die eine unbehandelte Infektion nach sich ziehen
kann, sollte davon ausgegangen werden, dass sich der Patient oder die Patientin bei Vorliegen
eines positiven IgG-Titers mit C. trachomatis infiziert hat. Es sollte demnach eine addquate
Therapie eingeleitet werden, wenn dies noch nicht geschehen ist. Weiterhin sollte eine DL+C
bei unerfilltem Kinderwunsch erwogen werden, um eine mogliche Pathologie am inneren
Genitale zu erkennen. Ist IgA singuldr erhéht, empfiehlt sich zunachst ein Abstrich, um C.
trachomatis eventuell noch lokal nachzuweisen und ebenfalls die Durchfiihrung einer

antibiotischen Therapie, um den Ubergang in eine chronische Infektion zu verhindern.

6.6.2 Kann durch Auswertung der Patientenakten der Krankheitsstatus
bestimmt werden und stimmen die Ergebnisse des einen Testes besser mit
den Patientenakten iiberein?

Die Auswertung der Krankengeschichte wurde durch praktische Probleme wie die z.T.
unvollstdandige Patientenakte erschwert. Nicht bei jeder Patientin wurde ein Abstrich erstellt

oder eine DL+C durchgefiihrt, da andere Griinde als eine durchgemachte Chlamydieninfektion

fir die Kinderlosigkeit eruiert werden konnten (z. B. PCO oder Endometriose), die Patientin
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noch wahrend der Zeit der Diagnosefindung schwanger wurde oder die Diagnostik auf Wunsch
der Patientin hin abgebrochen wurde. Der Informationsgehalt der Patientenakten war

demnach sehr unterschiedlich.

Die diagnostische Laparoskopie stellt ein wichtiges Hilfsmittel in der Diagnostik von
Pathologien des kleinen Beckens dar (Lavy et al., 2004). Wie bereits erwdhnt wurde sie bei 24
der 42 Patientinnen, deren Akten eingesehen wurden, durchgefiihrt. Die DL+C konnte in dieser
Untersuchung in 8 Fillen, in denen ein bzw. beide Teste ein erhthtes IgG und/oder IgA
detektierten, zur Verifizierung einer chronischen bzw. durchgemachten Infektion beitragen, da
deutliche Spuren einer Entziindung des kleinen Beckens vorlagen. In 2 Fallen zeigten sich
Zeichen einer aktiven Infektion. Die DL+C wurde jedoch in anderen Fillen aus genannten
Grinden nicht durchgefiihrt und fehlt daher als Entscheidungshilfe. Eine Einschrankung der
DL+C sowie der Betrachtung der Krankengeschichte stellt der asymptomatische Verlauf bzw.
die Restitutio ad Integrum einer C.-trachomatis-Infektion dar. Liegen keine Symptome oder
klinischen Befunde vor, kann also trotzdem eine frihere oder gar aktive C.-trachomatis-
Infektion nicht ausgeschlossen werden (Rahm et al., 1988; Logan et al., 2003; den Hartog et al.,
2006). Dies ist mit hoher Wahrscheinlichkeit der Grund, dass trotz erhéhter IgA und/oder IgG-
Titer in 14 von 24 dokumentierten DL+C keine Pathologie am inneren Genitale festgestellt

werden konnte.

Das letztendliche Hauptproblem einer Infektion mit C. trachomatis ist die tubare Infertilitat.
Dennoch ist die tubare Infertilitdt ein multifaktorielles Geschehen. Laut Rice und Schachter
werden 20-25 % aller Félle tubarer Infertilitat nicht durch C. trachomatis verursacht (Rice and
Schachter, 1991). Vom Vorliegen eines tubaren Verschlusses oder anderer Erkrankungen wie
Adnexitis, Vernarbungen und Strikturen kann man also nicht pauschal auf eine Infektion mit
Chlamydien schliefen, hat man nicht andere Ursachen ausgeschlossen. Folglich kann die
Krankengeschichte einer Patientin nicht als alleiniges Kriterium herangezogen werden, ob ein
positiver bzw. negativer C.-trachomatis-Antikorpertiter ,richtig” oder ,falsch” ist. Auch andere
Krankheitserreger wie Neisseria gonorrhoeae kénnen eine Entziindung der inneren
Geschlechtsorgane verursachen. Ohne weiterfihrende Diagnostik, das heiflt ohne Bestimmung
des verursachenden Keims, kann nicht zwischen einer durch N. gonorrhoeae oder C.
trachomatis verursachten Infektion (z.B. Adnexitis) der inneren Geschlechtsorgane
unterschieden werden (Breckwoldt und Keck, 2008). Informationen, ob die 42 Patientinnen,
deren Krankenakte studiert wurde, auf das Vorliegen einer N.-gonorrhoeae-Infektion getestet

wurden, liegen nicht vor.
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Eine von Logan et al. 2003 durchgefiihrte Studie setzte sich das Ziel, herauszufinden, ob die
Patientengeschichte, Pathologien im transvaginalen Ultraschall oder die C.-trachomatis-1gG-
Antikorperbestimmung alleine oder in Kombination die Wahrscheinlichkeit einer Pathologie an
den Eileitern voraussagen kann (Logan et al., 2003). Die Studie lieferte das Ergebnis, dass
lediglich in 3 von 63 Frauen mit tubaren Pathologien, von insgesamt 207 untersuchten Frauen,
die Kombination aus allen 3 Bezugspunkten vorlag. Jeder Punkt fiir sich allein genommen hatte
lediglich eine Sensitivitdt von 67 % bezlglich der Vorhersagekraft einer tubaren Pathologie.
Logan et al. betrachteten ihre Ergebnisse insgesamt als zu unzulanglich, um den 3 genannten
Kriterien einzeln oder in Kombination eine signifikante Aussagekraft zu geben. Auch Muvunyi
et al. konnten keinen Zusammenhang zwischen einem positiven IgG-Titer und dem
Vorhandensein von Pathologien in der DL+C feststellen (Muvunyi et al., 2012). Wie unter 1.5
beschrieben, konnte auch in dieser Untersuchung festgestellt werden, dass die Laborbefunde
nicht immer mit der Auspriagung der Symptome oder den Befunden (bereinstimmen.
Patientinnen wiesen durchaus eine positive Abstrich-PCR oder IgG-Titer auf ohne
entsprechende klinische Befunde. Mitunter zeigten sich auch ausgepragte klinische Befunde
bzw. anamnestisch typische Erkrankungen, die auf eine durchlaufende oder aktive
Chlamydieninfektion hinwiesen, jedoch mit einem nur grenzwertig nachweisbaren bzw. nicht

vorhandenen Antikdrpertiter begleitet wurden.

CtANILab zeigte, wie unter 5.5 beschrieben, mehr positive Ergebnisse fir den Nachweis von
IgA-Antikorpern. Es konnte sich um falsch positive Ergebnisse handeln. Es kénnte jedoch auch
daran liegen, dass der Cut-Off-Wert fiir IgA niedriger gewahlt ist als bei Ctmedac und eine
Erhohung des IgA-Titers friher detektiert wird. Es wurde betrachtet, ob dies einen

diagnostischen Vorteil darstellt oder nicht.

Clad et al. beschreiben in einer Follow-up-Studie die Antikorperkinetik mehrerer Patientinnen
Uber 5 bis 7 Jahre und verfolgen diese Antikorperverldufe mit mehreren verschiedenen Testen.
Es wurden mehrere ELISA-Teste, deren Antigenbeschichtung unter anderem auf LPS oder
MOMP basierten, mit einem MIFT verglichen. Hierbei wurden Falle aufgezeigt, bei denen nur
im Chlamydia trachomatis EIA der Firma ANI Labsystems IgA positiv erschien, im MIFT und den
anderen Testen jedoch negativ blieben. Insgesamt wurde der Chlamydia trachomatis EIA der
Firma ANI Labsystems als der sensitivste Test flir IgA-Antikérper bewertet (Clad et al., 2000).
Clad et al. beschrieben weiterhin, dass erst nach einer Zeitverzégerung von einigen Wochen
bis Monaten nach der Infektion eine Serokonversion stattfand. Dabei erfolgte, je nach
untersuchtem Test, die IgG-Serokonversion friiher oder zeitgleich zur IgA-Serokonversion.
Nach einigen Wochen erreichen die Titer ein Maximum und persistieren (ber Jahre oder

nahmen langsam ab. Clad et al. schlussfolgerten, dass das Vorliegen eines positiven Titers
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lediglich zwischen einem Patienten unterscheiden kann, der jemals oder nie infiziert wurde

(Clad et al., 2000).

Die gesammelten Daten zeigen, dass lediglich 2 der 21 Patientinnen, bei denen im Ctmedac
und/oder CtANILab jeweils IgA und IgG erhoht waren, in der DL+C Zeichen einer akuten
Infektion aufwiesen. Weitere 5 Patientinnen zeigten Befunde, die auf eine stattgehabte
Infektion hinwiesen. Bei den 6 Fallen, in denen nur bei CtANILab alleinig das IgA erhoht war,
konnten bei zweien laparoskopische Hinweise auf eine stattgehabte Infektion festgestellt
werden. Die anderen 4 der genannten 6 Falle zeigten keine der unter 4.4 Klinische Befunde
aufgezahlten Anzeichen einer Infektion. Dies kdnnte an einem asymptomatischen Verlauf oder
einer frlhen Phase der Infektion liegen bzw. auf das Vorliegen einer Seronarbe hinweisen.
CtANILab zeigt in dieser Untersuchung im Vergleich zu Ctmedac mehr positive Ergebnisse flr
IgA. Ein diagnostischer Vorteil, bezogen auf die Vorhersagekraft eines klinischen Befundes,
konnte jedoch nicht festgestellt werden. Da die Moglichkeit besteht, dass es sich um falsch
positive Ergebnisse handelt, kdnnten Patient(inn)en mit einem singuldr erhéhten IgA-Titer

unnotigerweise einer weiterflihrenden Diagnostik bzw. Therapie unterzogen werden.

Liel8 sich fiir IgA die Tendenz zeigen, dass CtANILab haufiger einen erhéhten Titer aufweist und
dieser im Vergleich zu Ctmedac hoher bemessen wurde, liefl’ sich jedoch keine solche Tendenz

fir 1gG feststellen.

Zusammenfassend gelang es in dieser Untersuchung nicht, die Giiltigkeit der serologischen
Ergebnisse bzw. die Zuordnung zu einem definitiven Krankheitsstatus anhand der
Zusammenschau der Befunde festzulegen. Abgeleitet davon stimmt keiner der beiden Teste
besser mit den Krankenakten Uberein. Eine zufriedenstellende Beantwortung der Fragen durch
weitere Einsichtnahme in die Akten von Patientinnen mit Gbereinstimmendem Testergebnis ist

nicht zu erwarten gewesen, daher wurde darauf verzichtet.
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7. Zusammenfassung und Ausblick

In dieser Untersuchung wurden 2 ELISA-Teste zur Chlamydiendiagnostik anhand verschiedener

statistischer Mittel und klinischer Befunde von Patientinnen verglichen.

Insgesamt zeigten beide Teste in der beobachteten Ubereinstimmung, Cohens Kappa k, den
Streudiagrammen und im Bland-Altman-Diagramm eine gute Ubereinstimmung der jeweiligen
Testergebnisse innerhalb eines Testes. Dies weist, in Ubereinstimmung mit den vom Hersteller

angegeben Daten, auf eine gute Reproduzierbarkeit bzw. Intratestiibereinstimmung hin.

In der beobachteten Ubereinstimmung und Cohens Kappa k zeigt sich in beiden Testen fiir IgG
eine bessere Ubereinstimmung der kategorialen Testergebnisse gegeniiber IgA. CtANILab
erzielt hierbei gegeniber Ctmedac insgesamt etwas bessere Ergebnisse. Die

Rangkorrelationskoeffizienten r; nach Spearman verhalten sich analog zu Cohens Kappa k.

CtANILab zeigt im Vergleich zu Ctmedac mehr positive Ergebnisse in der IgA-Messung. Dies
spiegelt sich in der nach Cohens Kappa k lediglich ,,moderaten” Ubereinstimmung und der
niedrigen Rangkorrelation ry nach Spearman der beiden Teste im IgA wider. Fiir 1gG liegt eine

bessere Ubereinstimmung der beiden Teste vor.

Im Streudiagramm fallen vor allem bei Ctmedac im hochpositiven Bereich einige stark
voneinander divergierende Testergebnisse auf, welche das kategoriale Ergebnis an sich nicht
beeinflussen. Im Bland-Altman-Diagramm spiegeln sich diese ,Abweichungen” jedoch in einem
weit gefassten Ubereinstimmungsbereich, (limits of agreement), der Ergebnisse wider. Dies
impliziert eine schlechte Reproduzierbarkeit des Testes vor allem fir IgG. Starke
Abweichungen im Bereich niedriger Titer blieben aber aus. Bei CtANILab lagen die Grenzen des

Ubereinstimmungsbereichs im Bland-Altman-Diagramm nah beieinander.

Die vom Hersteller angegeben Daten zeigen, dass beide Teste die Tendenz haben, im Bereich
hoher Titer eine hohere Standardabweichung der Ergebnismittelwerte aufzuweisen als im
Bereich niedriger Titer. Beide Teste sind sich dabei in den Variationskoeffizienten ahnlich.

Damit bestatigen die Ergebnisse dieser Untersuchung eine bereits bekannte Tendenz.

Im Vergleich der beiden Teste miteinander bestand in der Darstellung der Ergebnisse im
Streudiagram fir IgA im unteren und fir IgG im oberen und unteren Bereich eine
Plateaubildung, hervorgerufen durch den begrenzt angegebenen Messbereich von Ctmedac.
Der Rangkorrelationskoeffizient r, nach Spearman zeigt im Vergleich der Teste miteinander ein
nicht zufriedenstellendes Ergebnis. Eine bessere Korrelation vor allem bezlglich IgA ware

winschenswert gewesen. Die Korrelation der Ergebnisse von IgG ist dabei analog der besseren
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Ubereinstimmung nach Cohens Kappa k leicht {iberlegen. Die errechneten Rangkorrelationen
fiir den jeweils ersten und zweiten Ansatz der Teste verhalten sich ebenfalls analog zu der
korrigierten Ubereinstimmung nach Cohen mit einem geringfiigig niedrigeren Wert fiir IgA

Ctmedac.

Die Untersuchung der Patientenakten zeigt, dass bei divergierenden Testergebnissen anhand
der klinischen Befunde keine eindeutige Zuordnung zu einem Krankheitsstatus gelingt bzw.
keine der beiden Teste die Tendenz zeigt, besser mit den dokumentierten Befunden
Ubereinzustimmen. Dies liegt zum einem an dem unterschiedlichen Informationsgehalt der
Krankenakte an sich, zum anderen am natiirlichen Verlauf der Chlamydienerkrankung, die in
vielen Fallen keine klinisch sichtbaren Spuren hinterlasst. CtANILab zeigte in der Untersuchung
des IgA mehr positive Ergebnisse als Ctmedac, es lasst sich jedoch nach Studie der
Patientenakten daraus kein diagnostischer Vorteil bezogen auf die Vorhersagekraft eines

klinischen Befundes ableiten.

Beide Teste zeigen in sich eine gute, im Vergleich miteinander jedoch vor allem fir IgA eine
ungeniigende Ubereinstimmung der Ergebnisse. CtANILab ist daher fiir das Labor fiir
Virologie/Serologie des Instituts fur Medizinische Mikrobiologie der Martin-Luther-Universitat
Halle-Wittenberg in der Chlamydiendiagnostik keine Alternative zum Ctmedac. Aus der
Untersuchung und Auswertung von Patientenakten kann nicht auf den aktuell vorliegenden
Infektionsstatus mit C. trachomatis geschlossen werden. Weitere prospektiv randomisierte
Studien sind vonnéten, um in der Infertilitatsdiagnostik valide Daten zum aktuell vorliegenden

Infektionsstatus und Krankheitsverlauf der untersuchten Patientinnen zu erheben.
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9. Anlagen

Patienteninformation U K H

Universitatsklinikum
Halle (Saale)
Postfach | 06027 Halle (Saale)

Vergleich zweier Teste zum Nachweis von
Antikorpern gegen Chlamydia trachomatis

lhnen wird bei dem Arztbesuch im Rahmen der Routine-Diagnostik Blut

Zentrum fiir
abgenommen, das auf Antikérper gegen Chlamydia trachomatis untersucht wird. Reproduktionsmedizin
) : : i ] i d Andrologie (ZRA
Das Bakterium C. trachomatis verursacht urogenitale Infektionen, die von vielen E?rek mr_m ogie (ZRA)
Menschen nicht bemerkt werden. Dadurch kann es v. a. bei Frauen zu Univ.-Prof. Dr. med.

) . o H M. Beh
aufsteigenden Infektionen und dort zu Entziindungen kommen, die eine ermann re

Unfruchtbarkeit zur Folge haben konnen.

Im mikrobiologischen Institut wollen wir mit dieser Blutprobe einen neuen

Antikdrper-Test gegen C. trachomatis ausprobieren mit der Fragestellung, ob

dieser Test besser ist als der, den wir im Augenblick einsetzen. Deshalb wird Ihnen Hausanschrift
Keine weitere Blutprobe entnommen und es bestehen fiir Sie keine weiteren Risiken. Emst-Grube-Str. 40

) o ) 06120 Halle (Saale)
Ihnen ist bekannt, dass bei dieser Prifung personenbezogene Daten Uber Sie

. . Sekretariat:
erhoben und ausgewertet werden sollen. Die Verwendung der Angaben tber lhre Tel: (0345) 557 4782
Gesundheit erfolgt nach gesetzlichen Bestimmungen. Zur Verdffentlichung der Fax: (0345) 6557 4788

Ergebnisse werden Ihre Daten anonymisiert. zra@uk-halle de

lhre Teilnahme ist freiwillig. Ein Widerruf dieser Einwilligung ist jederzeit ohne Ambulanz
- . - Reproduktionsmedizin:
Angaben von Grunden und ohne zu erwartende Nachteile maglich. Ter_’: (0345) 557 3332
Fax: (0345) 557 4788

E?S??S"S"ma Albrecht Oehme Ambulanz Andrologie

: : Tel.: (0345) 557 4782
Institut fiir medizinische Mikrobiologie, Abt. Serologie sz_ 20345)} 557 4785
Magdeburger Strake 18 i
06122 Halle

Tel. 0345 - 5571610

Frau OA Dr. med. P_ Kaltwaler

Zentrum fiir Reproduktionsmedizin und Andrologie
Emst — Grube Stralte 40

06097 Halle

Einverstindniserklirung

Titel:  Vergleich zweier Teste zum Nachweis von Antikérpern gegen Chlamydia
trachomatis.

Ich habe die Patienteninformation tber die Studie: ,\Vergleich zweierTeste zum Nachweis von
Antikdrpern gegen Chlamydia trachomatis® gelesen und bin damit einverstanden, dass

mein Blut mit einem weiteren Test auf C. frachomatis — Antikdrper untersucht und die Daten
anonymisiert verdffentlicht werden.

Prifungsverantwortliche:

OA PD Dr.med. Albrecht Oehme OA Dr. med. P. Kaltwafier

Name Datum Unterschrift : ) o
Martin-Luther-Universitit

Halle-Wittenberg

Abbildung 18: Einverstindniserklarung



Tabelle 24: Gegeniiberstellung erster und zweiter Testansatz Ctmedac IgA

72

Ctmedac IgA 2
positiv negativ grenzwertig Total
positiv Anzahl 17 0 3 20
negativ Anzahl 0 184 2 186
CtmedacligA 1l
grenzwertig | Anzahl 1 2 7 10
Total Anzahl 18 186 12 216
Value Asymp. Std. Approx. T Approx. Sig.
Error®
Measure of Agreement  Kappa ,851 ,048 15,850 ,000
N of Valid Cases 216
a. Not assuming the null hypothesis. = Ablehnen der Nullhypothese
b. Using the asymptotic standard error assuming the null hypothesis. = Verwenden des
asymptotischen Standardfehlers durch Annehmen der Nullhypothese
Measure of Agreement = AusmaR der Ubereinstimmung; N of Valid Cases = Anzahl der validen
Falle; Value = Wert; Asymp. Std. Error = Standardfehler; Approx. Tb = T; Approx. Sig =
Signifikanz
Tabelle 25: Gegeniiberstellung erster und zweiter Testansatz Ctmedac IgG
Ctmedac IgG 2
positiv negativ grenzwertig Total
positiv Anzahl 47 1 2 50
negativ Anzahl 0 159 0 159
Ctmedac IgG 1
grenzwertig | Anzahl 1 1 5 7
Total Anzahl 48 161 7 216
Value Asymp. Std. Approx. ™ Approx. Sig.
Error’
Measure of Agreement  Kappa ,942 ,025 15,536 ,000
N of Valid Cases 216

a. Not assuming the null hypothesis.

b. Using the asymptotic standard error assuming the null hypothesis.




Tabelle 26: Gegeniiberstellung erster und zweiter Testansatz CtANILab IgA

73

CtANILab IgA 2
positiv negativ grenzwertig Total
positiv Anzahl 27 0 1 28
negativ Anzahl 0 175 0 175
CtANILab IgA 1
grenzwertig | Anzahl 1 1 11 13
Total Anzahl 28 176 12 216
Value Asymp. Std. Approx. ™ Approx. Sig.
Error’
Measure of Agreement  Kappa ,957 ,024 17,546 ,000
N of Valid Cases 216
a. Not assuming the null hypothesis.
b. Using the asymptotic standard error assuming the null hypothesis.
Tabelle 27: Gegeniiberstellung erster und zweiter Testansatz CtANILab IgG
CtANILab I1gG 2
positiv negativ grenzwertig Total
positiv Anzahl 45 0 1 45
negativ Anzahl 0 158 0 158
CtANILab IgG 1
grenzwertig | Anzahl 1 0 12 13
Total Anzahl 46 158 12 216
Value Asymp. Std. Approx. T Approx. Sig.
Error’
Measure of Agreement  Kappa ,989 ,011 17,465 ,000
N of Valid Cases 216

a. Not assuming the null hypothesis.

b. Using the asymptotic standard error assuming the null hypothesis.




Tabelle 28: Gegeniiberstellung Testergebnisse Ctmedac und CtANILab IgA

74

CtANILab IgA
positiv negativ grenzwertig Total
positiv Anzahl 17 2 1 20
negativ Anzahl 6 170 10 186
Ctmedac IgA
grenzwertig | Anzahl 5 4 1 10
Total Anzahl 28 176 12 216
Value Asymp. Std. Approx. T Approx. Sig.
Error’
Measure of Agreement  Kappa ,543 ,068 10,096 ,000
N of Valid Cases 216
a. Not assuming the null hypothesis.
b. Using the asymptotic standard error assuming the null hypothesis.
Tabelle 29: Gegeniiberstellung Testergebnisse Ctmedac und CtANILab IgG
CtANILab IgG
positiv negativ grenzwertig Total
positiv Anzahl 42 3 3 48
negativ Anzahl 2 152 5 159
Ctmedac IgG
grenzwertig | Anzahl 1 3 5 9
Total Anzahl 45 158 13 216
Value Asymp. Std. Approx. T Approx. Sig.
Error®
Measure of Agreement  Kappa ,809 ,042 14,072 ,000
N of Valid Cases 216

a. Not assuming the null hypothesis.

b. Using the asymptotic standard error assuming the null hypothesis.
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Tabelle 30: Reproduzierbarkeit, Chlamydia trachomatis-IgA-ELISA plus medac (medac, 2008)

Probe Intraassay-Varianz Probe Interassay-Varianz
(n=11)
AU¢/)mI S VK % n AUQ/’mI S VK %
PK 92,1 3,3 3,6 22 PK 96,0 4,8 5,0
1 4,2 0,4 9,5 22 1 3,2 0,3 9,4
2 57,8 2,1 3,6 22 2 41,3 2,2 5,3
3 121,1 6,0 5,0 22 3 70,8 3,4 4,8
4 263,6 15,9 6,0 22 4 125,5 9,3 7,4

@ AU/ml = Absorbtionsmittelwert; S = Standardabweichung; VK % = Variationskoeffizient; n =

Wiederholungen; PK = Positiv-Kontrolle; Intraassay-Varianz =

Reproduzierbarkeit innerhalb

eines Testansatzes; Interassay-Varianz = Reproduzierbarkeit in verschiedenen Testansatzen

Tabelle 31: Sensitivitat und Spezifitdt, Chlamydia trachomatis-IgA-ELISA plus medac (medac,

2008)
Chlamydia trachomatis-IgA-pELISA medac
negativ grenzwertig positiv
Chlamydia negativ 243 0 0
trachomatis
IgA-ELISA plus grenzwertig 4 4 2
medac

positiv 3 11 63

330 Proben wurden zur diagnostischen Erprobung im Vergleich zum C. trachomatis-IgA-pELISA

medac gemessen

Sensitivitat

Spezifitat

beobachtete Ubereinstimmung

=97%

=97 %

=94 %
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Tabelle 32: Reproduzierbarkeit, Chlamydia trachomatis-IgG-ELISA plus medac (medac, 2008)

Probe Intraassay-Varianz Probe Interassay-Varianz
(n=11)
AUQ/’mI S VK % n AUQ/smI S VK %
PK 41,1 1,0 2,4 22 40,5 1,4 3,5
1 4,8 0,3 6,3 22 9,2 0,4 4,3
2 50,7 2,5 4,9 22 49,8 1,6 3,2
3 90,1 4,2 4,7 22 97,0 4,1 4,2
4 109,7 5,4 4,9 22 151,3 9,2 6,1

@ AU/ml = Absorbtionsmittelwert; S = Standardabweichung; VK % = Variationskoeffizient; n =

Wiederholungen; PK = Positiv-Kontrolle; Intraassay-Varianz = Reproduzierbarkeit innerhalb

eines Testansatzes; Interassay-Varianz = Reproduzierbarkeit in verschiedenen Testansatzen

Tabelle 33: Sensitivitat und Spezifitdt, Chlamydia trachomatis-IgG-ELISA plus medac (medac,

2008)
Chlamydia trachomatis-IgA-pELISA medac
negativ grenzwertig positiv
Chlamydia negativ 172 5 2
trachomatis-
IgA-ELISA plus grenzwertig 4 84 6
medac

positiv 2 0 128

327 Proben wurden zur diagnostischen Erprobung im Vergleich zum C. trachomatis-IgG-pELISA

medac gemessen

Sensitivitat

Spezifitat

Beobachtete Ubereinstimmung

=94 %

=97 %

=94 %
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Tabelle 34: Reproduzierbarkeit innerhalb eines Testansatzes, IgA, ANI Labsystems
(ANILabsystems, 2009)

Probe n @ Absorption S VK %
1 24 1,051 0,073 4,9
2 24 1,465 0,085 5,8
3 24 1,607 0,106 6,6

n = Wiederholungen; @ Absorption = Absorptionsmittelwert; S = Standardabweichung; VK % =

Variationskoeffizient

Tabelle 35: Reproduzierbarkeit in verschiedenen Testansdtzen, IgA, ANI Labsystems
(ANILabsystems, 2009)

Probe n Testldufe @ Absorption S/CO-MW Svon S/CO VK %
1 4 10 1,077 1,12 0,04 3,7
2 4 10 1,204 1,25 0,07 5,7
3 4 10 1,550 1,62 0,10 6,4
4 4 10 1,909 1,99 0,16 7,7

n = Wiederholungen; @ Absorption = Absorptionsmittelwert; S = Standardabweichung; VK % =
Variationskoeffizient; S/CO = Signal/Cut-Off; S/CO-MW = Signal Cut-Off Mittelwert

Tabelle 36: Reproduzierbarkeit innerhalb eines Testansatzes, IgG, ANI Labsystems
(ANILabsystems, 2009)

Probe Wiederholungen @ Absorption S VK %
1 24 0,993 0,048 4,8
2 24 1,251 0,061 4,8
3 24 1,694 0,098 5,8

n = Wiederholungen; @ Absorption = Absorptionsmittelwert; S = Standardabweichung; VK % =

Variationskoeffizient
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Tabelle 37: Reproduzierbarkeit in verschiedenen Testansatzen, IgG, ANI Labsystems
(ANILabsystems, 2009)

Probe N Testldufe @ Absorption S/CO-MW Svon S/CO VK %
1 4 10 1,053 1,14 0,06 4,9
2 4 10 1,286 1,39 0,06 4,0
3 4 10 1,375 1,49 0,07 4,6
4 4 10 1,739 1,88 0,07 3,9

n = Wiederholungen; @ Absorption = Absorptionsmittelwert; S = Standardabweichung; VK % =
Variationskoeffizient; S/CO = Signal/Cut-Off; S/CO-MW = Signal Cut-Off Mittelwert

Beziglich der Sensitivitdt und Spezifitdt wurde der ELISA der Firma ANI Labsystems mit 2
anderen kommerziell erhiltlichen Testen verglichen. Es wurde insgesamt auf eine gute
Sensitivitdat geschlossen. Beziiglich der Spezifitdt hat der Hersteller die Seren von ein- bis
flinfjahrigen Kindern mit dem CtANILab im Vergleich zu einem anderem spezifischen C.-
trachomatis-EIA getestet und die Ergebnisse korreliert. Aus der guten Korrelation der
negativen Ergebnisse wurde auf eine gute Spezifitdit geschlossen (Verkooyen et al., 2002;
ANILabsystems, 2009).

Tabelle 38: Die Pravalenz von C.-trachomatis-lgG- und -IgA-Antikérpern mittels Peptid-EIAs
von ANI Labsystems und einem anderen kommerziellen Hersteller (Verkooyen et al., 2002).

Patienten mit PCR- Blutspender,
bestatigter aktiver C.- n = 443
trachomatis-Infektion, n =
324
C. trachomatis = 1gG positiv %
Ani-Labsystems-EIA 69 6
Vergleichs-EIA 68 6
C. trachomatis = 1gG positiv %
Ani-Labsystem-EIA 38 5
Vergleichs-EIA 48 5

n = Anzahl Proben
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10. Thesen

1)

2)

3.)

5.)

7.)

In dieser Untersuchung wurde gepriift, ob der Chlamydia trachomatis IgA- bzw. -IgG
EIA der Firma ANI Labsystems Ltd. auch im klinischen Einsatz im Vergleich zum
Chlamydia trachomatis-IgA- bzw. -IgG-ELISA plus medac vergleichbar gute Ergebnisse

erzielt und eine Alternative zu diesem Test darstellt.

Im Zeitraum von 19.05.2011 bis 11.07.2012 wurden 216 Blutproben von Patientinnen
der Kinderwunschsprechstunde des Zentrums fiir Reproduktionsmedizin und
Andrologie des Universitatsklinikums Halle (Saale) gesammelt, aufgearbeitet und mit
beiden Testen auf das Vorhandensein von IgA- und IgG-Antikdrpern untersucht. Die

Ergebnisse wurden verglichen.

Beide Teste zeigen in der beobachteten Ubereinstimmung, Cohens Kappa k, den
Streudiagrammen, im Rangkorrelationskoeffizient ry nach Spearman und im Bland-
Altman-Diagramm eine gute Ubereinstimmung der jeweiligen Testergebnisse. In
Ubereinstimmung mit den vom Hersteller angegeben Daten weist dies auf eine gute

Reproduzierbarkeit bzw. Intratestiibereinstimmung hin.

In der beobachteten Ubereinstimmung und Cohens Kappa k zeigt sich in beiden Testen
fiir 1gG eine bessere Ubereinstimmung der kategorialen Testergebnisse gegeniiber IgA.
CtANILab erzielt hierbei gegenliber Ctmedac insgesamt etwas bessere Ergebnisse. Die
Rangkorrelationskoeffizienten ry nach Spearman verhalten sich analog zu Cohens

Kappa k.

CtANILab zeigt im Vergleich zu Ctmedac mehr positive Ergebnisse in der IgA-Messung.
Dies spiegelt sich in der nach Cohens Kappa k lediglich ,,moderaten” Ubereinstimmung
und der niedrigen Rangkorrelation r; nach Spearman der beiden Teste im IgA wider.

Fiir IgG liegt eine bessere Ubereinstimmung der beiden Teste vor.

Die Ergebnisse der Doppelbestimmung des Ctmedac IgA und vor allem IgG zeigen
wenige starke Abweichungen im hochpositiven Bereich. Sie stellen sich zwar im
Streudiagramm gut dar, haben letztendlich jedoch keine Konsequenz fir das
kategoriale Ergebnis. Dies konnte bei CtANILab nicht festgestellt werden. Im Bland-
Altman-Diagramm liegen die Grenzen des Ubereinstimmungsbereichs daher nah

genug beieinander.

In 42 Fallen erbrachten die Teste unterschiedliche Ergebnisse fir IgA und bzw. oder

IgG. In diesen Fallen wurde Einsicht in die Patientenakte genommen, um den
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tatsachlichen Krankheitsstatus zu bestimmen und die Korrelation der Teste mit der

Klinik zu bewerten.

CtANILab zeigt gegenliber Ctmedac haufiger einen erhéhten IgA-Titer. Dies ging jedoch
nicht regelhaft mit entsprechenden Symptomen oder klinischen Befunden einher. Ein

Vorteil bezogen auf die Vorhersagekraft von Befunden stellt dies also nicht dar.

Es liegt keine Tendenz zur besseren Ubereinstimmung eines der beiden Teste mit den
in der Krankenakte dokumentierten Befunden oder Symptomen vor. Aus der
retrospektiven Untersuchung und Auswertung von Patientenakten kann daher nicht

auf den aktuell vorliegenden Infektionsstatus mit C. trachomatis geschlossen werden.

10.)In der vorliegenden Untersuchung zeigen CtANILab und Ctmedac eine ungenligende

Ubereinstimmung der Intertest-Ergebnisse vor allem beziiglich IgA. CtANILab stellt
daher fur das Labor fir Virologie/Serologie des Instituts fur Medizinischen
Mikrobiologie der Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg keine Alternative zur

serologischen Infektionsdiagnostik von C. trachomatis dar.
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