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Serological testing for Lyme disease in laboratory practice

Abstract: Lyme disease (LD) is a tick-borne multisystem disease caused by B. burgdorferi sensu lato genospecies. The disease requires
mandatory reporting and registration since 2014. The laboratory testing for LD is desirable because the diversity and non-specificity of
symptoms can complicate the diagnosis. Laboratory data can support or cast doubt on a clinical suspicion of LD. A laboratory method
of choice for LD diagnosis is two-tier serological testing recommended by European and Polish guidelines. The choice of target antigens for
LD serodiagnostics is still a great challenge due to borrelial antigen heterogeneity in European countries. Commercial tests are still being
modified to improve sensitivity and/or specificity of LD serodiagnostics by means of emerging technology advances. The use of species-
specific borrelial antigens can be promising for determination of LD etiology, but does not eliminate the cross-reactivity completely.
The uniform standardized interpretation criteria are still unrealistic because of different methodologies used in laboratory practice. The
serodiagnostics of Lyme disease should be carried out in a laboratory by specialists who understand the limitations of commercial kits
[1.13], and cooperate withclinicians regarding laboratory reporting and diagnostic doubits.

1. Etiology. 2. Specific humoral immunoresponse in the course of Lyme disease. 3. Material and methods used in Lyme disease diagnostics.
4. Serodiagnostics of Lyme disease. 4.1. ELISA. 4.2. Western-blot or Immunoblot 5. Criteria for interpretation. 5.1. False-negative results.
5.2. False-postive results. 6. Summary
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1. Etiologia boreliozy

Borelioza z Lyme jest wieloukladowa choroba za-
kazng przenoszona przez kleszcze z gatunku Ixodes rici-
nus w obszarze europejskim. W Polsce od 2014 roku
borelioza podlega obowigzkowemu zgtaszaniu i reje-
stracji a zachorowanie w kazdym przypadku musi
by¢ zwigzane z wczedniejszym narazeniem na kontakt
z kleszczem. Po raz pierwszy zostala opisana pod nazwa
»choroby z Lyme” (LD) w 1977 roku w miejscowosci
Old Lyme w USA [5, 18]. W 1982 Willy Burgdorfer
wyizolowat z kleszczy kretki — czynnik etiologiczny,
ktéry nazwano Borrelia burgdorferi. Z punku widze-
nia systematyki kretki naleza do Gram-ujemnych
bakterii wewnatrzkomoérkowych, rzedu Spirocheta-
les, rodziny Spirochaetaceae, rodzaju Borrelia [29, 46,
53]. Od pierwszej izolacji i identyfikacji odkryto kilka
genogatunkow kretkow z rodzaju Borrelia tworzacych
kompleks B. burgdorferi sensu lato. W Europie zakaze-
nie wywoluja gléwnie trzy genogatunki przenoszone
transstadialnie i transowarialnie w cyklu rozwojowym
kleszcza. Naleza do nich: B. garinii, B. afzelii i B. burg-
dorferi sensu stricto. Obecnie w obszarze europejskim

rejestruje sie zachorowania wywotane przez inne geno-
gatunki: B. spielmanii, B. bissettii i B. valaisiana [6, 29,
38, 39, 42, 48, 53].

2. Swoista, humoralna odpowiedz immunologiczna
w przebiegu boreliozy

Kretki uruchamiajg w organizmie Zywiciela szereg
nieswoistych jak i swoistych reakcji immunologicznych,
a zlozone zdolnosci do unikania mechanizméw obron-
nych gospodarza utrudniaja ich eliminacje. W 2-3 tygo-
dniu od zakazenia pojawiajg si¢ przeciwciata IgM (prze-
ciwciata wezesne) jako wynik aktywacji swoistej humo-
ralnej odpowiedzi immunologicznej [22]. Swoiste IgM
osiagaja szczyt produkeji w 2 miesigcu od zakazenia,
a nastepnie w wiekszosci przypadkéw ich iloé¢ stopnio-
wo spada i rozpoczyna sie produkcja IgG (przeciwciata
pozne). Chociaz IgM silniej aktywuja dopelniacz i pro-
cesy fagocytozy, IgG sa lepszym ,,narzedziem” w walce
z patogenem poniewaz charakteryzuja si¢ wyzsza swois-
toscig i powinowactwem do antygenoéw Borrelia, a ich
wysokie miana utrzymujg si¢ przez wiele lat [20, 22, 23].
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Wraz z rozwojem procesu chorobowego obserwuje
sie ewolucje produkcji obu klas przeciwcial. Silna
odpowiedz humoralna, z wysokim stezeniem przeciw-
cial moze utrzymywac sie u niektérych zakazonych
przez miesigce a nawet lata po skutecznym leczeniu
[4, 5, 18]. Zmniejszenie stezenia swoistych przeciwcial
moze wskazywa¢ na wyleczenie. Przeciwciala wcze-
snej odpowiedzi immunologicznej IgM skierowane s3
gléwnie przeciwko biatku flageliny (p41) i gatunkowo-
-swoistemu powierzchniowemu biatku OspC (Osp
- outer surfuce protein) [5, 21, 28, 52]. Dla pdznych
stadiéw choroby (zapalenie stawdw, zanikowe zapale-
nie skory, neuroborelioza czy neuropatia obwodowa)
charakterystyczne sa swoiste przeciwciata IgG pro-
dukowane gléwnie przeciwko gatunkowo-swoistemu
antygenowi VISE oraz bialkom p39 i p58, a nastepnie
p83/100, p53, p43, p30, p21, pl4 i Ospl7 [6, 7, 10, 14,
21]. Bialko powierzchniowe VISE jest wczesnie roz-
poznawane przez przeciwciala IgG i silnie stymuluje
produkcje przeciwcial, co moze obniza¢ produkcje
przeciwcial wobec innych antygenéw [23]. Przeciw-
ciala swoiste przeciwko wymienionym biatkom Borrelia
maja znaczenie diagnostyczne, jednak mogg reagowac
krzyzowo z biatkami kilku genogatunkow [41, 54].
Homologie biatek w obrebie genogatunkéw zwigzang
z wytworzeniem przeciwcial krzyzowo reagujacych
nalezy uwzglednia¢ przy projektowaniu i konstruo-
waniu testow do serologicznej diagnostyki boreliozy
[11, 24, 54].

3. Material i metody stosowane w diagnostyce
boreliozy

Prawidlowe postawienie rozpoznania zalezy od
odpowiednio dobranej metody diagnostycznej oraz
interpretacji wynikéw w powigzaniu z obrazem klinicz-
nym zakazenia [4, 5, 13, 18, 20]. W diagnostyce bore-
liozy mozna zastosowacl testy serologiczne, hodowle
komorkowa oraz metody genetyczne z wykorzystaniem
PCR [4, 5, 20]. Kazda z metod posiada zaréwno swoje
zalety, jak i ograniczenia.

Diagnostyka serologiczna jest diagnostyka z wy-
boru, a wyniki testow serologicznych potwierdzajg badz
podaja w watpliwos¢ podejrzenie kliniczne. Uzyska-
nie wiarygodnego wyniku zalezy od okresu pobrania
materialu na badanie (krew, ptyn mézgowo-rdzeniowy)
jak i od interpretacji wynikoéw [5, 18, 19, 20]. Zgodnie
z wytycznymi Polskiego Towarzystwa Epidemiologéw
i Lekarzy Choréb Zakaznych (PTEiLChZ) zaleca si¢
wykonanie pierwszego badania u pacjenta z podej-
rzeniem boreliozy po uptywie 3-4 tygodni od ekspo-
zycji na kleszcza w celu unikniecia wyniku fatszywie
ujemnego. Wytworzenie minimalnej ilosci przeciw-
cial wezesnych wykrywanych przez test serologiczny
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zajmuje organizmowi od 2 do 4 tygodni. Przeciwciata
IgM utrzymuja si¢ w krwioobiegu pacjenta zakazonego
maksymalnie do 6 miesiecy, niekiedy moga utrzymy-
wac si¢ przez caty okres choroby, z kolei wysoki poziom
IgG moze by¢ wykrywany po wielu latach od remisji
choroby [18, 20].

Hodowla kretkéw na podtozu Barbour-Stoenner-
-Kelly (BSK) trwa kilka miesiecy i jej czutos¢ jest naj-
wyzsza (30-70%) dla bioptatéw pobranych ze zmian
skornych u pacjentéw z przewleklym zanikowym zapa-
leniem skory konczyn (ACA-acrodermatitis chronica
atrophicans) [33, 48]. Do innych materiatéw z ktérych
mozna prowadzi¢ hodowle naleza: pltyn mézgowo-
-rdzeniowy w przypadku neuroboreliozy, ptyn stawowy
czy bioptat maziéwki w przypadku boreliozowego zapa-
lenia stawow (LA - Lyme arthritis) [35, 50]. Czulos¢
hodowli w przypadku plynu moézgowo-rdzeniowego
wynosi jedynie 5% [50]. Pomimo, iz hodowla jest zto-
tym standardem mikrobiologicznym, w odniesieniu do
kretkéw nie ma zastosowania w rutynowym postepo-
waniu diagnostycznym. Hodowle prowadzi si¢ jedynie
w pracowniach badawczo-naukowych [49].

Metody genetyczne z wykorzystaniem reakcji PCR
powinny wykrywac sekwencje genogatunkéw wyste-
pujacych w Europie [38]. Klasyczny jakosciowy PCR
wykrywa jedynie material genetyczny kretkow a wiec
zaréwno przy zywych jak i martwych kretkach wynik
moze by¢ dodatni, informujac jedynie o potencjal-
nej etiologii zakazenia, nie o jego aktywnosci [44].
W sferze badan naukowych pozostaje réwniez zasto-
sowanie ilo$ciowej techniki real-time PCR, pomimo
prob podejmowanych przez badaczy zajmujacych sie
ta tematyka [3, 15]. Odsetek wynikéw dodatnich uzy-
skanych jakosciowym i ilo§ciowym testem genetycz-
nym zalezy od uzytego materiatu klinicznego (zmiany
skorne, krew, plyn moézgowo-rdzeniowy, plyn sta-
wowy, tkanki), typu techniki PCR oraz metod izolacji
DNA [3, 37, 44]. Najnizszy odsetek wynikéw PCR-
-dodatnich w poréwnaniu z testem serologicznym
obserwowano dla krwi i ptynu mézgowo-rdzeniowego
(10-30%), czyli najczedciej pobieranych materiatow
klinicznych do diagnostyki boreliozy [3]. Najwyzszy
odsetek wynikéw PCR-dodatnich wykazano natomiast
dla ptynu stawowego i fragmentéw tkanek (50-70%),
ktore z kolei stanowia niewielki procent materialow
badanych rutynowo. Stosujac PCR uzyskano réwniez
yjemne wyniki z krwi i z plynu mdzgowo-rdzenio-
wego w przypadku pacjentéw z rozpoznang bore-
liozg [1, 3, 44]. Zaleta ilosciowego PCR, przy jego
standaryzacji, bylaby mozliwo$¢ okreslenia specyfiki
zakazenia oraz jego aktywnosci na podstawie ilosci
wykrywanego DNA, ocena progresji choroby oraz
odpowiedzi na leczenie [15, 44]. W chwili obecnej
dodatnie wyniki PCR z krwi obwodowej w przypadku
yjemnych wynikéw badan serologicznych powinny by¢
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interpretowane krytycznie, natomiast dodatnie wyniki
z plynu stawowego powinny by¢ rozpatrywane w kon-
tekscie dodatniej serologii [4, 15]. Ograniczeniem PCR,
pomimo dostepnosci gotowych zestawow do izolacji
kretkéw pozostaje brak standaryzacji w diagnozowaniu
boreliozy wystepujacej w Polsce [15, 19].

Zastosowanie testow ,,drugiego wyboru” czyli ho-
dowli lub techniki PCR powinno ograniczy¢ si¢ do
sytuacji, w ktéorych mamy do czynienia z klinicznie
i serologicznie niejednoznacznymi wynikami [1, 18].
Dotyczy to zaréwno pacjentdw z zakazeniami, w prze-
biegu ktorych pojawiaja sie przeciwciata w kompleksach
immunologicznych, jak réwniez pacjentéw z niedobo-
rami immunologicznymi, w szczegélnosci niedoborami
odpowiedzi swoistej humoralnej [18, 19].

Przy opracowywaniu nowych testow typu PCR
jak réwniez przy wyborze antygenéw do badan sero-
logicznych nalezy uwzglednia¢ zréznicowanie szcze-
péw wywolujacych zakazenia. Ze wzgledu na zrdz-
nicowanie genogatunkéw testy do diagnostyki bore-
liozy stosowane na kontynencie amerykanskim, nie
nadaja sie do diagnostyki boreliozy nabywanej w Euro-
pie [28]. Wyniki badan surowic europejskich testowa-
nych przez komercyjne zestawy wykorzystujace syn-
tetyczny peptyd C6 z biatka VISE, dostepne na rynku
amerykanskim koreluja z wynikami uzyskanymi
w testach europejskich, mimo to powinny by¢ trakto-
wane z ostroznoscig [8].

4. Testy serologiczne w diagnostyce boreliozy

Rozpoznanie boreliozy ze wzgledu na zréznicowany
obraz kliniczny i niespecyficznos¢ objawéw wymaga
potwierdzenia badaniem laboratoryjnym. Wszystkie
postaci kliniczne powinny by¢ weryfikowane za pomoca
metod immunologicznych i genetycznych wediug
zalecenn europejskich DGHM (German Society for
Hygiene and Microbiology) i polskich PTEiLChZ [18,
20]. Wyjatkiem jest jedynie posta¢ kliniczna z obecno-
$cig rumienia wedrujacego (EM - erythema migrans).
Rozpoznanie EM opiera sie wylacznie na obrazie
klinicznym [33]. Jednak w postaciach nietypowych
potwierdzenie laboratoryjne moze by¢ pomocne, ale
dopiero po uplywie co najmniej 2 tygodni od wysta-
pienia zmiany [18, 20, 33, 34, 50].

Prawidlowa serodiagnostyka wymaga poznania
i zrozumienia zastosowan oraz ograniczen poszcze-
gblnych testéw komercyjnych dostepnych na rynku [1,
4, 13, 19, 20]. Przy wyborze istotny jest dobdr odpo-
wiednich antygenéw diagnostycznych oraz kryteriow
interpretacyjnych [19, 20, 27, 49, 50, 52].

Serologiczna diagnostyka boreliozy z Lyme, naj-
czedciej wystepujacej choroby odkleszczowej w Polsce
i w Europie wymaga oznaczenia dwdch klas przeciw-
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cial: IgM i IgG oraz wdrozenia schematu diagnostyki
dwuetapowej; niestety nadal w wielu przypadkach nie
jest to uwzgledniane [1, 11, 18-20, 40, 50]. W Europie
zgodnie z rekomendacja DGHM w pierwszym etapie
s3 stosowane przesiewowe testy immunoenzymatyczne
ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) lub
immunofluorescencji posredniej ITFA (Indirect Immu-
nofluorescence Assay) [1, 18, 49, 50]. Wytyczne PTE-
iLChZ zalecaja stosowanie testow ELISA. Wyniki badan
Wojciechowska-Koszko i wsp. [52] wykazaly wyzszy
odsetek wynikdow dodatnich w tescie potwierdzenia,
w przypadku zastosowania w diagnostyce przesiewowej
immunoflorescencji posredniej niz badan immunoen-
zymatycznych. W opinii autordw [2, 27, 52] przydatne
bylyby kolejne wieloosrodkowe badania poréwnawcze
na szerszym panelu surowic.

Test przesiewowy wykonany technikg ELISA po-
zwala jedynie na wstepna detekcje przeciwcial prze-
ciwko Borrelia, nie stuzy do potwierdzenia choroby i na
jego podstawie nie mozna stawiac ostatecznej diagnozy
(50, 52].

Wszystkie wyniki dodatnie lub graniczne (watpliwe)
uzyskane przy pomocy screeningu sa weryfikowane
w drugim etapie za pomoca testu Western-blot (WB)
[1, 18, 50]. Zaréwno test przesiewowy ELISA jak i test
potwierdzenia WB powinny by¢ zawsze wykonywane
z dodatnig i ujemna préba kontrolng. Jedynie takie
testy, w ktorych kontrole dajg oczekiwany wynik moga
by¢ interpretowane i maja warto$¢ diagnostyczna [20].

Wedtug zalecen DGHM stosowane w diagnostyce
boreliozy testy screeningowe powinny by¢ na poziomie
czutosci >90% [24, 25]. Pomimo wprowadzania anty-
gendw rekombinowanych testy przesiewowe ELISA nie-
koniecznie zyskaly na swoistosci, ktora wynosi 29-71%
w zalezno$ci od zastosowanego antygenu. W zwigzku
z wysoka czuloscig ale niskg swoistoscig testow ELISA,
istnieje ryzyko pojawiania si¢ wynikow falszywie
dodatnich i w konsekwencji btednych rozpoznan [50].

Test potwierdzenia WB ma na celu odrzucenie
wynikéw falszywie dodatnich zatem powinien posia-
da¢ jak najwyzsza swoisto$¢ — przynajmniej 95% [18,
50]. Niska swoistos¢ WB obniza wartos¢ WB jako testu
potwierdzenia [2]. Obecnie w diagnostyce serologicznej
czesciej stosuje sie testy Immunoblot (IB) z antygenami
rekombinowanymi niz klasyczne WB oparte wylacz-
nie na antygenach natywnych. Stosowanie antygenow
rekombinowanych zmniejsza ryzyko wystgpienia reak-
cji krzyzowych, ktore pojawiaja si¢ czesto w trakcie
stosowania antygendéw natywnych. Badania naukowe
poréwnujace WB i IB [9, 16, 21] wykazaly, ze oczysz-
czone i rekombinowane antygeny wtaczone w IB pro-
wadzily do znaczacego wzrostu swoistosci IB - 95%
w poréwnaniu z WB - 76%. Testy nie réznily sie istot-
nie statystycznie czutoscig, zaledwie 4% wyzszg czulos¢
notowano dla IB [16].
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4.1. ELISA

Test immunoenzymatyczny ELISA moze by¢ wyko-
nywany metoda ilo$ciowa jak i potilosciowa o wyso-
kiej czulosci. Antygenami stosowanymi w tradycyjnych
testach przesiewowych byty cale komoérki bakteryjne,
jednak ostatnio stosowane testy zawieraja oczyszczone
antygeny bakteryjne, biatka rekombinowane czy synte-
tyczne peptydy [2]. Zaleca si¢ uzywanie testow ELISA
IT generacji (oczyszczone antygeny na drodze izola-
¢ji chemicznej) lub III generacji (antygeny rekombi-
nowane). Testy II i III generacj i zmniejszajg ryzyko
nieswoistych reakcji krzyzowych, podnoszac jednocze-
$nie czulo$¢ i swoisto$¢ oznaczenia [5, 48, 50]. Istnieje
wysokie ryzyko reakeji krzyzowych przy zastosowaniu
calych komorek bakteryjnych w formie lizatu, zatem nie
jest zalecane stosowanie testow I generacji [2]. Nieswo-
iste rekcje krzyzowe moga pojawiac si¢ w przypadku
diagnostyki boreliozy z Lyme prowadzonej u pacjen-
tow z rozpoznang chorobg autoimmunologiczng czy
z zakazeniem wirusowym [9, 17, 36, 51].

Zaproponowano monitorowanie skutecznosci
wdrozonej antybiotykoterapii z uzyciem testu ELISA,
uzasadniajac, ze w przypadku skutecznie prowadzo-
nej terapii poziom przeciwcial znamiennie spada po
10-20 dniach od rozpoczecia leczenia [4]. Wedlug
aktualnych zalecenn PTEiLChZ badania serologiczne nie
mogga ostatecznie stuzy¢ do oceny skutecznosci lecze-
nia z powodu dlugiego utrzymywania si¢ przeciwcial.
Ocena powinna by¢ oparta przede wszystkim o dyna-
mike obrazu klinicznego, gdyz nie wystepuje korelacja
poziomu przeciwcial i obrazu klinicznego [9, 18].

4.2. Western-Blot czy Immunoblot

Test WB stosowany w drugim etapie diagnostyki jest
testem wylacznie jako$ciowym. W przeciwienstwie do
immunoenzymatycznego testu przesiewowego ELISA,
WB ma nizsza czulos¢, ale posiada wysoka swoistosé
[20, 36]. Nalezy pamietac ze zaréwno testy typu WB jak
réwniez typu IB stosowane w koncowym etapie diagno-
styki posiadaja swoje zalety jak i wady. W przypadku
testow WB, w ktorych stosuje si¢ lizat komorkowy czu-
tos¢ i swoisto$¢ zalezy od genogatunku szczepu uzy-
tego jako antygen diagnostyczny. Zaletg uzycia lizatu
jest wykrycie wiekszej ilo$ci przeciwcial skierowanych
przeciwko szerszemu spektrum bialek, jednak wigze sig
to z ryzykiem pojawienia sie reakcji krzyzowych. Wada
lizatu jest trudno$¢ rozréznienia frakcji swoistej od
frakeji krzyzowo-reagujacej [16, 17, 24, 47]. Dostepne
testy IB cechujg si¢ podobng lub wyzsza swoistoscia niz
WB, ale niekoniecznie wyzszg czuloécig [16, 26, 35, 43].
IB zawiera w swym skladzie wyselekcjonowane, spe-
cyficzne bialka rekombinowane nalezace do jednego
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lub kilku genogatunkéw Borrelia. Mozliwos¢ detekeji
swoistych przeciwcial skierowanych przeciw jednemu
lub kilku genogatunkom Borrelia charakterystycznym
dla danego regionu geograficznego wydaje si¢ obiecu-
jaca. Mniejsze jest rowniez ryzyko reakcji krzyzowych
dzieki zastosowaniu gatunkowo-swoistych biatek badz
ich fragmentdw, ktore nie wystepuja u innych drobno-
ustrojow. W praktyce ustalenie specyfiki zakazenia jest
trudne pomimo zastosowania gatunkowo-specyficz-
nych antygenéw dla klasy IgM: OspC lub OspC advan-
ced (30% bardziej specyficzne od rekombinowanego
antygenu OspC) jak réwniez antygenéw rekombino-
wanych dla klasy IgG: VISE. Wykorzystujac antygeny
rekombinowane w diagnostyce serologicznej boreliozy
z Lyme nie mozna jednoznacznie wykluczy¢ zjawiska
homologii antygendéw réznych genogatunkow jak
réwniez mozliwosci zakazenia z udzialem kilku geno-
gatunkow (dane wiasne, niepublikowane). W tabeli I
zestawiono antygeny Borrelia stuzace do wykrywania
swoistych przeciwcial w przebiegu boreliozy z Lyme,
stosowane w testach WB/IB [48].

5. Interpretacja wynikow

Zgodnie z zalecang interpretacja wynikow, koncowy
raport laboratoryjny nie powinien generowa¢ wynikow
granicznych w zakresie diagnostyki serologicznej bore-
liozy z Lyme; wynik w ujeciu laboratoryjnym powinien
by¢ dodatni lub ujemny [36]. Interpretujac wyniki
badan serologicznych musimy zdawac sobie sprawe, ze
wykonanie testu potwierdzenia nie rozwigzuje wszyst-
kich probleméw zwigzanych z diagnostyka choroby
z Lyme, testy wymagaja ciaglych udoskonalen i ujed-
nolicenia kryteriow interpretacji wynikéw [35, 49, 54].

Wybér dowolnej kombinacji ELISA - IB dostar-
czanych przez réznych producentéw wplywa na odse-
tek wynikdéw dodatnich, interpretacje i uniemozliwia
poréwnywanie wynikéw miedzy laboratoriami stosuja-
cymi rézne metodologie. Problemy dotycza standaryza-
cji w zakresie rodzaju reagujacych antygendw, jak row-
niez ich ilosci, ktéra pozwolitaby na uznanie wyniku za
dodatni [19, 31]. Stosujac diagnostyke z wyboru nie-
mozliwe jest rdwniez odrdznienie od siebie zakazenia
aktywnego i przebytego w przeszlosci [4, 49].

Zwykle oznaczenie wykonuje si¢ w dwoch klasach,
ale w interpretacji niezwykle wazne jest rozpoznanie
lub podejrzenie kliniczne, znajomo$¢ postaci klinicz-
nej lub co najmniej fazy choroby (wczesna, pdzna).
W péznym okresie choroby znaczenie przeciwcial
IgM jest kontrowersyjne [23], natomiast powinny by¢
obecne przeciwciata klasy IgG, w pdznej neuroborelio-
zie zawsze w plynie médzgowo-rdzeniowym [25]. We
wezesnych postaciach brak wykrywalnych poziomow
swoistych IgM jest mozliwe oraz zwykle brak IgG [25].
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Tabela I
Zestawienie antygendw Borrelia sp. stosowanych w testach WB/IB do wykrywania swoistych przeciwcial anty-Borrelia
w diagnostyce serologicznej boreliozy z Lyme

Antygen Opis antygenu Znaczenie diagnostyczne
VISE peptyd C6 Variable major protein (VMP) Wrysoce czule i specyficzne; kluczowe w wykrywaniu IgG
- zmienne biatko blonowe
OspC/p25 Biatko powierzchniowe Wysoce specyficzne; kluczowe w wykrywaniu IgM
OspA /p31 Biatko powierzchniowe Wysoce specyficzne, wykrywane u ludzi po szczepieniu (USA)
P58 (B. garinii PBi) / OppA-2 | Biatko wigzace oligonukleotydy Wysoce specyficzne i czule
p39/BmpA Borrelia membrane protein A (BMPA) | Wysoce specyficzne i czule
- biatko blonowe
p83/p100 Biatko blonowe Specyficzne
p41/Fla Skladnik flageliny Niespecyficzne
BBK32 Biatko wigzace fibronektyne Specyficzne
p20/BBQO3 Brak doniesien w literaturze Brak doniesien w literaturze
BBA36 Bialko powierzchniowe Niska czuto$é
BBO323 Bialko zwigzane z blong Niska czulo$¢
pG/ OspF Biatko powierzchniowe Niska czuto$é
P58 (B. afzelii PKo) Niescharakteryzowane Specyficzne
p43 Niescharakteryzowane Specyficzne
p30 Niescharakteryzowane Specyficzne
pl4 Niescharakteryzowane Brak doniesien w literaturze
Borrelia lipidy Sktadniki blony Specyficzne
p18/DbpA/Ospl7/pl7 DbpA (Decorinbinding protein A) Kluczowe w wykrywaniu IgG
- biatko wiazace dekoryne
p21/BBK53 Biatko zewnatrzblonowe Brak doniesien w literaturze
p19/BBN38/ Crasp3/ErpP | Biatko wigzace czynnik H Niska czuto$¢
p18/BBP38/OspE Bialko powierzchniowe wiazace Czule
czynnik G

Sposéb interpretacji zwykle podaje producent te-
stu. Wielu producentéw zaleca interpretacje opraco-
wang przez Center for Disease Control and Preven-
tion (CDC) w USA. Jednak stosowanie tych kryteriow
moze by¢ przyczyna blednych interpretacji, gdyz ocena
wynikow badan na terenie Europy musi uwzglednia¢
genogatunki chorobotworcze z terenu Europie [19, 31].
W roku 2000 EUCALB (European Union Concerted
Action on Lyme Borreliosis) przeprowadzil wieloosrod-
kowe badania majace na celu ocen¢ najbardziej charak-
terystycznych pasm dla zakazenia Borrelia burgdorferi.
Na tej podstawie podjeto probe skonstruowania zasad
interpretacji wynikéw przeprowadzonych testem WB,
jednak nie wyodr¢bniono jednoznacznych kryteriow,
ktore dalyby wysoki poziom czulosci i swoistosci we
wszystkich sze$ciu laboratoriach [20, 43, 45].

5.1. Wyniki falszywie dodatnie

Przyczyng wynikow falszywie dodatnich moga by¢
reakcje krzyzowe przeciwcial anty-Borrelia z takimi
samymi lub podobnymi antygenami wystepujacymi
u innych gatunkéw [32]. Podobienstwo dotyczy naste-

pujacych antygendw: p41, p58-60, p66, p68, p71, p73,
ktére moga wystepowaé m.in. u kretkéw Treponema
pallidum czy Ehrlichia [9, 17, 51]. Reakcje falszywie
dodatnie moga by¢ réwniez wynikiem podobienstwa
antygenowego bialek Borrelia z antygenami wiruséw
z rodziny Herpesviridae (EBV,CMV) [17, 51]. W przy-
padku pacjentéw z chorobami autoimmunologicznymi
wystepuje zwigkszona produkeja przeciwcial, zwlaszcza
w klasie IgG, zatem moze dochodzi¢ do nieswoistego
wigzania z biatkami Borrelia [36, 47]. Wykonywanie
testow serologicznych u pacjentéw z niecharaktery-
stycznymi objawami ogdélnymi jak réwniez u oséb zdro-
wych wigze si¢ réwniez z ryzykiem uzyskania wynikow
falszywie dodatnich [12]. Eliminacja wynikow falszy-
wie dodatnich jest konieczna, aby unikna¢ niepotrzeb-
nej antybiotykoterapii [23, 51].

5.2. Wyniki falszywie ujemne

Lokalna produkcja przeciwcial, np.: w ptynie méz-
gowo-rdzeniowym lub plynie stawowym oraz tenden-
cja patogenu do maskowania swojej obecnosci poprzez
wewnatrzkomoérkowe bytowanie moze by¢ przyczyna
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falszywie ujemnych wynikéw [49]. Antybiotykotera-
pia wdrozona w poczatkowych stadiach choroby moze
ostabia¢ odpowiedz humoralng i generowa¢ wyniki
falszywie ujemne, pomimo jednoznacznych objawéw
Klinicznych choroby [4]. Ryzyko uzyskania wynikéw
fatszywie ujemnych istnieje réwniez u pacjentéw z cho-
robami autoimmunologicznymi oraz w przypadku
ostrej infekeji kretkami Borrelia. W obu wymienio-
nych przypadkach moze dojs¢ do powstania komplek-
s6w pomiedzy krazacymi przeciwcialami a antygenami
bakteryjnymi. Powstate kompleksy immunologiczne
nie mogg by¢ wykrywane przez powszechnie stosowane
techniki serologiczne [36, 51].

W rutynowym postepowaniu diagnostycznym suro-
wice niereaktywne w te$cie ELISA nie s3 poddawane
dalszemu testowaniu [18]. Jednak badania Ang i wsp.
[2] jak rowniez badania wlasne (dane niepubliko-
wane) potwierdzajg iz ta sama probka niereaktywna
w tescie ELISA moze by¢ immunoreaktywna w tescie
IB. Z powyzszych danych wynika iz technika ELISA
moze,, przepuszcza¢” wyniki dodatnie. Dobra praktyka
byloby potwierdzanie nie tylko watpliwych i dodat-
nich ale réowniez ujemnych wynikéw testu przesie-
wowego w uzasadnionych przypadkach, np.: w od-
niesieniu do pacjentéw z klinicznym podejrzeniem
boreliozy z Lyme [2, 52]. Pozostaje jednak pytanie
o czulo$¢ testu przesiewowego, czas w jakim pobrano
probke do badan oraz o refundacje i tak juz wysokich
kosztéw badan serologicznych z zakresu diagnostyki
boreliozy z Lyme. We wczesnych stadiach boreliozy,
kiedy miano przeciwcial jest niskie testy serologiczne
moga by¢ falszywie ujemne z powodu niskiej czuto$ci.
Odpowiedni czas pobrania materialu do badan serolo-
gicznych (3-4 tygodnie od momentu zakazenia) moze
ograniczy¢ generowanie wynikow falszywie ujemnych
(18, 20, 33, 34, 50].

6. Podsumowanie

Zlozona budowa kretkow oraz ich zmiennosé
antygenowa wplywa na koniecznos¢ konstruowa-
nia i standaryzacji odpowiednio czulych i swoistych
testow laboratoryjnych, ktére wcigz ulegajg techno-
logicznym modyfikacjom [11, 25, 27, 30]. Stosowanie
dowolnej kombinacji testow ELISA - WB/IB dostar-
czanych przez réznych producentéw oraz brak ujed-
noliconych kryteriéw interpretacji stwarza trudnosci
diagnostyczne i niemoznos$¢ poréwnywania wynikow
miedzy laboratoriami [19, 31]. Wykorzystujac gatun-
kowo-swoiste antygeny istnieja wcigz ograniczone moz-
liwosci w okre$laniu specyfiki zakazenia. Diagnostyka
z wyboru prowadzona w oparciu o najnowsze testy
nie eliminuje calkowicie reakeji krzyzowych. Nadal nie
mozna jednoznacznie wykluczy¢ zjawiska homologii
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antygendw roznych genogatunkéw jak réwniez nie
mozna rozstrzygna¢ problemu jedno/wielogenogatun-
kowej etiologii boreliozy z Lyme [11, 24]. Serologiczna
diagnostyka boreliozy w praktyce laboratoryjnej nie jest
tatwa, wymaga wiedzy specjalistycznej, wyboru i stoso-
wania wiarygodnych testéw, umiejetnosci interpretacji
oraz badan poréwnawczych nad immunoreaktywnoscia
surowic w oparciu o najnowsze testy dostepne na rynku.
Bardzo wazna jest wiedza dotyczaca pobrania mate-
riatu na badanie oraz prowadzenie diagnostyki zgod-
nie z wytycznymi PTEiLChZ [18-20, 50]. W polskich
laboratoriéw praktykuje si¢ jeszcze jednostopniowy
schemat badania, co potwierdzaja dane NIZP-PZH
[40]. Diagnostyka boreliozy powinna by¢ prowadzona
w laboratoriach, gdzie specjaliSci rozumieja ograni-
czenia poszczegolnych testow komercyjnych dostep-
nych na rynku [1, 13], jak réwniez wspolpracuja z kli-
nicysta w zakresie oméwienia wynikéw i wyjasniania
watpliwosci.
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