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DWUSTOPNIOWA DIAGNOSTYKA SEROLOGICZNA
BORELIOZY - WERYFIKACJA METOD

Stowa kluczowe: Borelioza z Lyme, Borrelia burgdorferi, Western blot

Wstep

Liczba przypadkéw zachorowan na borelioze w ostatnich latach (2001-
2005) wyraznie wzrosla. W Polsce w 2001 roku zapadalnosé na te chorobe
wynosila 6,40 (na 100 tys.), zas w 2005 roku wzrosia do 11,5 (na 100 tys.)
(Wojewddzka Stacja Sanitarno-Epidemiologiczna w Lublinie). Najwiece;j
przypadkéw boreliozy stwierdza sig latem i jesienia w okresie wzmozone;j
aktywnosci kleszczy bedacych gtéwnym wektorem kretka. Na terenie Euro-
py sa to kleszcze z rodzaju Ixodes ricinus i Ixodes persulcatus, zas na terenie
Ameryki Péinocnej Ixodes dammin (Adamek, 2006, s. 11-12, Chmielewska-
Badora 1997, s. 359-400).

Zachorowania powodowane przez kretki B. burgdorferi rejestrowane sg
w Polsce od wielu lat w réznych rejonach kraju. Sa to przede wszystkim
tereny Podlasia, Bieszczad, Karkonoszy, rejon Bialowiezy, rejony Bialego-
stoku i Roztocza.

Badania prowadzone zaréwno w Polsce jak i w wielu krajach Europy,
wskazujg na duza czesto$¢ wystgpowania przeciwcial anty-Borrelia burgdor-
feri w grupach o duzym ryzyku, szczegdlnie wsréd lesnikéw i rolnikéw
(Adamek, 2006 s. 11-12, Chmielewska-Badora 1997 s. 359-400, Flisak 2004
s. 445-450, Pancewicz 2006 s. 102-108).

W oparciu o badania molekularne wyrézniono co najmniej trzy chorobo-
twércze dla czlowieka genogatumki B. burgdorferi sensu lato: B. burgdorferi
sensu stricto, B. afzelii i B. garini. W Europie stwierdzono takze obecnosc
genogatunkéw, ktérych chorobotwérczosé nie zostala wykluczona (B. vale-
siana) i szczepy nalezace do nienazwanego jeszcze genogatunku A14S
(Hermanowska-Szpakowicz 2003 s. 29-38, Tylewska-Wierzbanowska 2005
s. 289-293). Przebieg boreliozy z Lyme jest uwarunkowany nie tylko geno-
typem patogenu, lecz takze odpowiedzia immunologiczng zakazonego
organizmu. Na przebieg choroby wplywajq migdzy innymi zréznicowana
wrazliwo$é organizmu na zakazenie, rézna zdolnoéé do eliminacji bakteri%
przez mechanizmy obronne gospodarza, jak réwniez wpltyw odpowiedzi
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immunologicznej na rozwdj proceséw patologicznych (Izycka 2000 s. 165-
171, Pancewicz 2006 s. 102-108).

W przebiegu zakazenia wyrdznia si¢ postaé wczesna zlokalizowana (faza
I), posta¢ wczesng rozsiang (faza II) oraz postaé p6Zng (faza III). Choroba
w zaleznosci od fazy manifestuje si¢ zmianami skérnymi o typie erythema
migrans (EM), dolegliwosciami grypopodobnymi, chioniakiem limfocytar-
nym skéry, dysfunkcjami w obrebie stawéw i uktadu nerwowego. Postaé
pozna boreliozy moze wystapi¢ nawet w kilka lat od zakazenia i objawia sie
przewleklym zanikowym zapaleniem skéry, przewleklym zapaleniem sta-
wo6w, a takze przewleklymi zespolami neurologicznymi i psychiatrycznymi.
Borelioza moze réwniez przebiegaé¢ w sposéb nietypowy, a wywiad nie
zawsze pomaga w ustaleniu rozpoznania, szczegélnie, jesli pacjent nie jest
w stanie polaczyc faktu wystapienia dolegliwosci z ukaszeniem przez kle-
szcza 1 ewentualnym wystapieniem rumienia wedrujacego (EM), ktéry jest
charakterystycznym, wczesnym objawem zakazenia kretkiem B. burgdor-
feri, lecz wystepuje jedynie u 30-40% zakazonych (Andrzejewski 2004 s. 423-
430, 2006 s. 16-22, Hermanowska-Szpakowicz 2005 s. 3452-3455).

B. burgdorferi lokalizuje si¢ pozakomérkowo, szczegélnie we wczesnej
postaci choroby mozliwe jest przetrwanie bakterii w miejscach immuno-
logicznie uprzywilejowanych np. w mézgu i oku. Wewnatrzkomérkowa
lokalizacja mozliwa jest w przypadku przetrwale; boreliozy oraz w péznej
fazie choroby. W patogenezie boreliozy istotna role odgrywaja rézne formy
atypowe kretka - pozbawione sciany komérkowej sferoplastyczne formy L,
formy nieaktywne przybierajace postaé cyst oraz formy ,blebs” powstajace
w niesprzyjajacych warunkach.

W komérce B. burgdorferi zidentyfikowano biatka powierzchniowe Osp
(Outer surface protein) A, B, C, D, E, F, G, biatka o masie czasteczkowej
22kDa, 39kDa, 41kDa, 55kDa, 58kDa, 66kDa, 73 kDa, HSP-bialka szoku
termicznego. Ta réznorodnos¢ bialek sprawia, ze diagnostyka boreliozy jest
trudna, czesto niejednoznaczna i w zwiazku tym wymaga opracowania
wiarygodnych standardéw postepowania (Hermanowska-Szpakowicz 2003
s. 29-38). '

Prawidlowe rozpoznanie boreliozy uwarunkowane jest odpowiednim do-
borem metod serologicznych i poprawna interpretacja uzyskanych wyni-
kéw. Obecnie zalecana jest dwuetapowa diagnostyka boreliozy. Pierwszy
etap obejmuje badania z zastosowaniem testéw serologicznych o wysokiej
czulosci (immunofluorescencyjny IIFT lub ELISA). Ze wzgledéw ekonomi-
cznych czesto stosowana jest takze technika jakosciowa (ELFA, analizator
Vidas). Wyniki dodatnie i watpliwe uzyskane tymi metodami wymagaja
potwierdzenia metoda Western blot (Wb), ktéra charakteryzuje sie wysoka
swoistoscig. W praktyce w wiekszosci przypadkéw stosuje sig jedynie meto-
dy pierwszego etapu diagnostyki.
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Diagnostyka dwuetapowa jest postepowaniem rekomendowanym i zale-
canym, zaréwno przez europejskie, jak i amerykarniskie Laboratoria Refe-
rencyjne oraz Center for Disease Control and Prevention i German Society
for Hygiene and Microbiology (Tylewska-Wierzbanowska 2005 s. 289-293).

Celem niniejszej pracy byla analiza wynikéw uzyskanych metodq ELFA
(z analizatorem Vidas) i metodg IIFT jako testéw przesiewowych stosowa-
nych w diagnostyce zakazen kretkiem B. burgdorferi dla okreglenia stopnia
biedu popelnianego przy jednoetapowe;j diagnostyce.

Material i metody

W pierwszym etapie badari okreslano obecnos¢ przeciwciat klasy IgM
i IgG skierowanych przeciwko antygenom B. burgdorferi metodami ELFA
(grupa 1) i IIFT (grupa II) u 0s6b z podejrzeniem boreliozy.

W drugim etapie badan zastosowano test Western blot jako test ostatecz-
nego potwierdzenia lub wykluczenia zakazenia kretkiem B. burgdorfer:.
Test Wb wykonywano dla surowic, dla ktérych metodami przesiewowymi
otrzymano wynik dodatni lub watpliwy.

Grupeg badang stanowilo 123 pacjentéw z podejrzeniem boreliozy.

Grupa I (46 0s6b) - wykonano test przesiewowy do jakosciowego wykry-
wania przeciwciat (IgM/IgG) metoda ELFA (Enzyme Linked Fluorescent
Assay) analizator mini VIDAS, bio Merieux.

Grupa II (77 oséb) - przeciwciala klasy IgM i IgG oznaczano metoda
immunofluorescencji posredniej (IIFT; Euroimmun).

W tescie IIFT w klasie IgM miano >1:10 interpretowano jako infekcje
pierwotna.

W klasie IgG miano 1:10 uwazano za wynik ujemny, miano 1:100 inter-
pretowano jako dawng lub ostrg infekcje, miano powyzej 1:320 oznaczato
infekcje ostatnio przebyta lub przewlekta.

U pacjentéw, u ktérych w pierwszym etapie badan uzyskano wyniki
dodatnie i watpliwe wykonano test Western blot (Euroimmun) jako test
ostatecznego potwierdzenia lub wykluczenia zakazenia kretkiem B. burgdor-
feri.

W tescie WB wynik uznawano jako pozytywny jesli stwierdzono obec-
nos¢ wysoce specyficznego pasma OspC (w klasie IgM ) i VISE (w klasie
IgG). W przypadku braku pasm charakterystycznych dla IgM i IgG ocenie
poddawano pasma towarzyszace. Obecnosé przynajmniej jednego z pasm
p83, p39, p31, p30, p19, p17, mimo braku pasma OspC, interpretowano jako
wynik dodatni w klasie IgM. Obecno$é 2 lub wiecej pasm p83, p39, p31,
p30, OspC(p25), p21, p19, p17, mimo braku pasma VIsE, interpretowano
jako wynik dodatni w klasie IgG.
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Wyniki

U 46 os6b obecnosé przeciwcial IgM/IgG okreslano metoda przesiewows
ELFA na analizatorze mini VIDAS (bio Merieux). U 21 os6b uzyskano wy-
niki dodatnie - stwierdzono jako$ciowo obecnosé¢ przeciwcial IgM/IgG anty-
Borrelia. W badanej grupie otrzymano 5 wynikéw watpliwych i 20 ujem-
nych.

U pacjentéw, u ktérych otrzymano wyniki dodatnie i watpliwe wyko-
nano test potwierdzenia metodq Western blot.

Wszystkie wyniki dodatnie (21) uzyskane w pierwszym etapie badan
zostaly potwierdzone jako dodatnie metoda Wb.

U 7 oséb otrzymano wyniki dodatnie zaréwno w klasie IgM jak i IgG.
W kazdym przypadku stwierdzono obecno$é¢ pasm charakterystycznych:
OspC w klasie IgM i Vlse w klasie IgG. Ponad to stwierdzono réwniez
obecnosc¢ innych pasm towarzyszacych.

U 6 oséb otrzymano wyniki dodatnie jedynie w klasie IgM (pasma OspC
i/lub pasma towarzyszace), u 8 oséb wyniki dodatnie jedynie w klasie IgG
(pasma towarzyszace inne niz VISE).

Sposréd 5 wynikéw watpliwych po wykonaniu testu Wb 4 uznano jako
dodatnie - stwierdzono obecno$¢ pasm charakterystycznych dla antygenow
Borrelia innych niz OspC i Vise. Jeden uznano jako ujemny - nie stwier-
dzono obecnosci pasm charakterystycznych.

Szczegblowe dane zamieszczono w Tab. 1.

Tab. 1. Wyniki uzyskane metoda ELFA na analizatorze Mini Vidas
oraz metoda Western blot (WDb)

46 os6b - I grupa

VIDAS | Wb
IgM/IgG | IgM i IgG
7 + (IgM i1gG)
6 + (IgM)
21+ 8 + (IgG)
5 +/- 4+ (IgM 1 IgG)
1-(IgMilgG)
20 - testu Wb
nie wykonywano
+ wynik dodatni
+/- wynik watpliwy
- wynik ujemny
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Obecnos¢ przeciwciat IgM i IgG metoda immunofluorescencji posrednie;
(IIFT) okreslano u 77 oséb.

U 32 oséb otrzymano wyniki dodatnie: dla IgM miano wyzZsze niz 1:10,
dla IgG miano od 1:100.

U 10 os6b uzyskano wyniki watpliwe: dla IgM miano 1:10, dla IgG miano
nizsze niz 1:100.

W 35 przypadkach otrzymano wyniki ujemne w obu klasach przeciw-
cial.

Uzyskane wyniki dodatnie i watpliwe weryfikowano testem Wh.

Wszystkie wyniki dodatnie uzyskane metoda IIFT potwierdzono jako do-
datnie testem Wb. Dziesig¢ okreslono jako dodatnie w obu klasach przeciw-
cial - w klasie IgM stwierdzono obecnos¢ pasma OspC, w klasie IgG pasma
VIsE. W obu klasach stwierdzono takze obecno$¢ pasm dodatkowych.
U 2 os6b uzyskano wynik dodatni jedynie w klasie IgM (obecne pasmo
OspC), u 20 dodatni tylko w klasie IgG (obecne pasmo VIsE i/lub pasma
towarzyszace).

Sposréd 10 wynikéw watpliwych po wykonaniu testu Wb 3 uznano jako
dodatnie w klasie IgM, 1 dodatni w klasie IgG. Oceny dokonano na podsta-
wie obecnosci pasm towarzyszacych innych niz OspC i VISE. Pozostale 6
uznano jako ujemne.

Tab. 2 Wyniki uzyskane metoda IIFT oraz metodg Western blot(Wb)

. 77 o0s6b - Il grupa
IIFT Wb
IgMilgG | IgMiIgG
10 + (IgM i IgG)
32 + 2 + (IgM)
20 + (IgG)
3 +IgM
104/- 1+1gG
B
testu Wb
35- nie wykonywano
+ wynik dodatni
+/- wynik watpliwy
- wynik ujemny
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Dyskusja

Borelioza jest chorobg o zlozonej etiopatogenezie, charakteryzuje sie
fazowym przebiegiem, réinorodnoscia objawéw skérnych, stawowych,
kardiologicznych, neurologicznych. W diagnostyce boreliozy wazna kwestie
stanowi fakt przebywania oséb, u ktérych podejrzewa sie borelioze na tere-
nach wystgpowania kleszczy zakazonych kretkiem B. burgdorferi, ewentual-
na obecnos¢ rumienia wedrujacego, wystgpujace dolegliwosci oraz wyniki
badan serologicznych [6].

Diagnostyka serologiczna boreliozy polega na stwierdzeniu obecnosci
w surowicy pacjenta przeciwcial skierowanym przeciwko charakterystycz-
nym biatkom kretka B. burgdorferi [10]. Do testéw najczesciej wykonywa-
nych w serologicznej diagnostyce boreliozy naleza: test immunoenzymatycz-
ny (ELISA), immunofluorescencji posredniej ( IIFT), metoda ELFA (Enzyme
Linked Fluorescent Assay), za$ do weryfikacji uzyskanych wynikéw test
Western blot.

Diagnostyka boreliozy poza uwzglednieniem heterogennosci szczepéw
Borrela burgdorferi stwarza trudnosci interpretacyjne zar6wno we wczes-
nych jak i péZnych okresach choroby. We wczesnym okresie choroby wynik
badania serologicznego czesto bywa ujemny lub tez przeciwciata klasy IgM
pojawiaja sig¢ w ilosci nie wykrywalnej testem. Falszywie dodatnie wyniki
testbw moga pojawic si¢ w niektérych zakazeniach wirusowych np. wirus
EBV, w chorobach autoimmunologicznych, chorobach watroby.

Poprawa diagnostyki dotyczy wczesnych kreséw chorobowych, gdy EM
ma charakter nietypowy lub nie wystepuje [13].

W pracy analizowano wyniki uzyskane dwoma metodami przesiewowy-
mi - ELFA (analizator Vidas) i IIFT. Metody te wykorzystywane sa czesto
w pierwszym etapie diagnostyki zakazen B. burgdorferi ze wzgledéw ekono-
micznych i krétki czas oczekiwania na wynik testu. Uzyskane wyniki badan
wskazuja, ze wszystkie wyniki dodatnie uzyskane wspomnianymi metodami
przesiewowymi potwierdzane sg jako dodatnie testem Western blot. Czesé
wynikéw watpliwych po weryfikacji testem Wb okazuje sie ujemna.

Na podstawie przeprowadzonej analizy mozna wnioskowaéd, ze testy
przesiewowe do jakosciowego wykrywania przeciwcial (metoda ELFA ana-
lizator mini VIDAS, bio Merieux), oraz metoda ilosciowa immunofluore-
scencyjna (IIFT, Euroimmun) moga byé stosowane w pierwszym etapie
diagnostyki. Nie mozna jednak pominaé drugiego etapu diagnostyki - testu
potwierdzajacego Western blot, ktéremu mozna identyfikowaé biatka Wyso-
ce specyficzne dla Borrelia burgdorferi jak VISE, p83, p39, p31 (OspA), p30,
p25 (OspC), p21, p19, p17.

Taki schemat diagnostyczny pozwala na eliminacje nieswoistych wyni-
kéw falszywie dodatnich, ktére zdarzaja sig z rézna czestotliwoscia przy
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diagnostyce jednym testem oraz pozwala na jednoznaczna ocene przy
wynikach watpliwych.

Whioski

1. Oznaczenia wykonywane z uzyciem analizatora VIDAS oraz metoda
immunofluorescenyjna IIFT moga by¢ z powodzeniem stosowane do wstep-
nej detekcji przeciwcial anty-Borrelia burgdorfer:.

2. Ze wzgledu na mozliwosé uzyskania wynikéw fatszywie dodatnich
wskazane jest wykonanie testu WB, ktéry ostatecznie potwierdza lub wy-
klucza zakazenie B. burgdorferi.

Streszczenie

Serologiczna diagnostyka boreliozy mimo opracowania i wprowadzenia
réznych metod wciaz wymaga weryfikacji. Metody przesiewowe najczesciej
stosowane do oceny przeciwcial anty-Borrelia to metoda jakosciowa ELFA
(Enzyme Linked Fluorescent Assay, analizator Vidas), metoda immuno-
fluorescencji posredniej (IIFT) oraz metoda immunoenzymatyczna ELISA.
Wszystkie wymienione metody charakteryzuja si¢ wysoka czuloscia. Ze
wzgledu na mozliwo$é wystapienia nieswoistych reakcji krzyzowych i wy-
nikéw falszywie dodatnich wskazana jest weryfikacja wynikéw watpliwych
i dodatnich uzyskanych metodami przesiewowymi. Weryfikacji dokonuje
sig¢ testem Western blot (Wb) o wysokiej swoistosci. Technika Wb pozwala
na identyfikacje przeciwcial dla bialek wysoce specyficznych dla Borrelia
burgdorferi: VISE, p83, p39, p31 (OspA), p30, p25 (OspC), p21, p19, p17,
wsréd ktérych biatko VISE jest najbardziej swoiste dla odpowiedzi w klasie
IgG oraz biatko OspC, ktérego obecnosé zwiazana jest z produkcja przeciw-
cial IgM.

Celem niniejszej pracy byla analiza wynikéw uzyskanych metoda ELFA
(z analizatorem Vidas) i metoda IIFT jako testéw przesiewowych stosowa-
nych w diagnostyce zakazen kretkiem B. burgdorfer.
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THE TWO-STAGE SEROLOGIC DIAGNOSIS OF LYME BORRELIOSIS
- VERIFICATION OF METHODS

Key words: Lyme boreliosis, Borrelia burgdorferi, Western blot

Summary

The Lyme borreliosis has become a serious diagnostic problem in Europe
and in Poland. The selection of the most specific serologic methods for the
diagnosis of Borrelia burgdorferi infections requires some re-evaluation.
Screening tests used most frequently for the qualitative detection of anti-
Borrelia antibodies include the ELFA (Enzyme Linked Fluorescent Assay;
analysis device mini VIDAS) assay whereas the quantitative methods are
represented by the indirect immunofluorescence test (IIFT) and ELISA. All
the above mentioned methods are characterized by a high sensitivity. Never-
theless, due to a risk of non-specific cross-reactions and false-positive results,
verification of doubtful and positive results obtained by screening methods
is recommended. The verification can be accomplished by the application of
the Western Blot test characterized by a high specificity. The major advanta-
ge of the WB technique is identification of proteins, which demonstrate
a high specificity for B. burgdorferi: VISE, p83, p39, p31 (OspA), p30, p25
(OspC), p21, p19, and p17. Among them, the VISE protein is the most
specific protein for IgG antibody production whereas the OspC protein is
connected with the presence of IgM antibodies. The aim of the study was
the analysis of results obtained by the ELFA (along with the Vidas analyser)

and the IIFT methods as screening tests used in the diagnosis of B. burgdor-
feri infections.
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