Postepy Psychiatrii i Neurologii, 1999, 8, 27-35

Praca poglgdowa

Diagnostyka laboratoryjna boreliozy z Lyme

Laboratory tests in the diagnostics of borreliosis (the Lyme disease)

STANISEAWA TYLEWSKA-WIERZBANOWSKA, TOMASZ CHMIELEWSKI

Z Zakladu Bakteriologii Pasfstwowego Zakladu Higieny w Warszawie

STRESZCZENIE. Podstawowq metodq laborato-
ryjnej diagnostyki boreliozy z Lyme jest badanie
serologiczne wykazujgce obecno$é przeciwcial dla
Borrelia burgdorferi. Warto$é wyniku tego badania
zalezy od swoistosci i czulosci stosowanej metody, jak
réwnies od indywidualnych wilasciwosci badanego
i poziomu wytwarzanych przez niego przeciwcial.
Aby uniknaé falszywie dodatnich i falszywie ujem-
nych wynikéw badar serologicznych, zalecane jest
badanie wykonane przy pomocy wysoce swoistego
i czulego testu ELISA z odpowiednio dobranymi
frakcjami bialek B. burgdorferi jako antygenem diag-
nostycznym, bad postepowaniedwustopniowe, w kto-
rym wyniki dodatnie i watpliwie dodatnie w badaniu
przesiewowym potwierdzane sq metodg Western-blot.
Ze wzgledu na ograniczong w niektorych przypad-
kach czulo$¢ badania serologicznego, test PCR moze
byé badaniem wspomagajacym rozpoznanie choroby.
Warto$é diagnostyczna wyniku testu serologicznego,
jak i PCR, zalezy od wla$ciwego doboru materialu
klinicznego przeznaczonego do badan.

SUMMARY. The essential method in the labora-
tory diagnostics of borreliosis (the Lyme disease)
is serologic tests indicating the presence of antibo-
dies for Borrelia burgdorferi. The value of test re-
sults depends not only on specificity and sensitivity
of the method used, but also on the patient’s indi-
vidual characteristics and on his'her antibodies
level. In order to avoid false positive and false
negative serologic tests results, either a highly spe-
cific and sensitive ELISA test with appropriately
matched B. burgdorferi protein fractions as the di-
agnostic antigen should be used, or a two-stage
examination s recommended, i.e. positive and
doubtful positive screening test results should be
confirmed by means of the Western-blot technique.
Due to a limited sensitivity of serologic tests
in some cases, the PCR test may serve as an aux-
iliary diagnostic technique. The diagnostic value
of both serologic test and PCR results depends
on appropriate selection of clinical material for
test purposes.
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Czynnikiem etiologicznym boreliozy z Ly-
me sa drobnoustroje z gatunku Borrelia
burgdorferi sensu lato nalezace do rzedu Spi-
rochaetales, do ktoérego zaliczane sa rowniez
inne chorobotworcze kretki, jak np. Trepone-
ma pallidum i Leptospira sp. Sa to szybko
poruszajace sig, dlugie (20-30 um), spiralnie
skrecone bakterie (o $rednicy 0,2-0,3 ym),
widoczne w mikroskopie §wietlnym, w ciem-
nym polu widzenia. Kretki te nie wytwarzaja

form przetrwalnikowych, ale w zaleznoéci od
warunkéw Srodowiska moga zmieniad swoj
ksztalt, poprzez formy kretkopodobne z pe-
cherzykowatymi strukturami powstajacymi
w roznych czedciach komorki, az do ko-
morek sferoidalnych.

Gatunek B. burgdorferi jest bardzo zrdz-
nicowany. Na podstawie badan genetycz-
nych, opartych na sekwencjonowaniu, re-
strykcji genoéw, hybrydyzacji wyodrebniono
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jako nizsze taksony genogatunki: Borrelia bur-
gdorferi sensu stricto, B. afzeli, B. garini, o po-
znanej chorobotworczoéci dla cztowieka oraz
izolowane, jak dotychczas tylko z kleszezy,
B. andersoni, B. japonica, B. miyamotoi, B. lo-
nestari 1 szczepy Poti B2, VS116, DN127
o nieustalonej jeszcze przynaleznosci [3]. Obe-
cnie, identyfikujac szczep, podaje si¢ albo na-
zwe genogatunku albo, jezeli nie zostal on
okreslony, nazwe B. burgdorferi sensu lato.
Wywolywana przez nie borelioza z Lyme
jest choroba odzwierzeca. Zakazenie zwie-
rzat, jak i czlowieka, nastepuje przy udziale
wektora, ktorym sa roézne gatunki kleszczy
z rodzaju Ixodes. W Europie dominuje I. rici-
nus, w Ameryce Pin, I. pacificus i I. scapula-
ris, w Azji — I. persulcatus. Obok tego rodza-
ju kleszczy, najczesciej wymienianego jako
wektor, istnieja doniesienia dotyczace obec-
no$ci kretkéw B. burgdorferi w kleszczach
Hyalomma punctata, Amblyoma americanum,
Dermacentor marginatus. Ponadto coraz cze-
§ciej zwraca si¢ uwage na mozliwy udzial
w przenoszeniu boreliozy z Lyme innych sta-
wonogdw, w szczegOlnosci owadow.
Zywicielami kleszczy rodzaju Ixodes sa
przede wszystkim drobne gryzonie, jelenie
i sarny, a takze dzki, lisy, psy oraz wiele
innych zwierzat dzikich i domowych, ktore
stanowia rezerwuar B. burgdorferi. Czlo-
wiek jest zywicielem przypadkowym.
Podstawa rozpoznania boreliozy z Lyme
jest stwierdzenie okreSlonych objawdw kli-
nicznych oraz dodatni wynik badania labora-

toryjnego. Wg zalecein Swiatowej Organiza-
cji Zdrowia badania laboratoryjne sa tylko
potwierdzeniem rozpoznania klinicznego.
Dodatni wynik badania bez towarzyszacych
objawdéw klinicznych nie moze stanowic
o rozpoznaniu boreliozy z Lyme.

Diagnostyka zakazenh wywolywanych przez
kretki Borrelia burgdorferi stwarza wiele trud-
nosci. Dotychczas nie zostata przeprowadzo-
na standaryzacja stosowanych metod, brak
jest okreslonej metody referencyjnej i w zwigz-
ku z tym wyniki badafi przeprowadzonych
z zastosowaniem roznych technik sa w wielu
przypadkach nieporéwnywalne.

Obecnie, w celu wykrycia zakazenia
B. burgdorferi sensu lato poszukuje si¢ w ma-
teriale pobranym od chorego przede wszyst-
kim swoistych przeciwcial, a takze zywych
kretkow, ich materialu genetycznego lub anty-
gendéw. Techniki stosowane w diagnostyce
laboratoryjnej maja caly szereg ograniczen,
z ktérych najwazniejsze to brak swoistosci
i czulosci wiekszosci z nich. Dodatkowo, wy-
nik zalezny jest od wlasciwego wyboru mate-
riatu pobieranego od chorego w réznych sta-
diach choroby (tabl. 1).

Klasyczne postepowanie w diagnostyce
bakteriologicznej, tj. posiew pobranej probki
i izolacja czynnika etiologicznego, w przy-
padku boreliozy z Lyme sa malo przydatne.
Kretki B. burgdorferi sa bakteriami bardzo
trudno i dhugo rosnacymi na podlozach
sztucznych, dlatego wynik hodowli mozemy
vzyskac nie wczesniej niz po uplywie 14 dni

Tablica 1. Materiat kliniczny do badan laboratoryjnych w kierunku boreliozy z Lyme

) Poziom przeciwcial Wykrycie B. burgdorferi
Stadium choroby - -
materiat czas badania PB hodowla PCR
EM surowica | po 21i4-6tyg. krew skéra skéra, mocz
Neuroborreliosis | surowica, | po 21i4-6 tyg. krew, CSF krew, CSF CSF, mocz
CSF przez wiele tyg.
Carditis surowica | po 21i4-6 tyg. krew krew mocz
Lyme arthritis surowica, przez wiele SF SF, chrzastka | SF, chrzastka
SF tygodni stawowa stawowa, mocz

EM: rumieri wedrujacy, PB: preparat bezpogredni, CSF: ptyn mézgowo-rdzeniowy, SF: plyn stawowy
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inkubacji, przy czym zalecana jest hodowla
posianej probki nie krocej niz 3 miesiace.
Dopiero po tym czasie brak wzrostu mozna
uzna¢ za wynik ujemny.

Do hodowli B. burgdorferi stosowane
jest podioie BSK (Barboura, Stoennera,
Kelly ego) i jego modyfikacje. Obecnie, naj-
czedciej uzywane jest podtoze BSK-H. W jego
sktad wchodzi ponad 60 sktadnikéw, ta-
kich jak aminokwasy, witaminy, elektrolity.
W celu uzyskania szybszego wzrostu kretkow
jest ono dodatkowo wzbogacone surowica
krélicza (6% ). Prawdopodobienistwo uzyska-
nia dodatniego posiewu zalezy od wielkoSci
inokulum, ktére nie moze by¢ mniejsze niz
10 komoérek bakteryjnych [21].

Mimo zastosowania do hodowli tak bo-
gatego podloza, czas miedzy podziatami ko-
morek B. burgdorferi wynosi ok. 12 godzin
(np. komérki E. coli w optymalnych warun-
kach dziela sie co 20-30 min.). Na podtozach
stalych kretki rozmnazaja sig jeszcze trudniej.

Poniewaz wykazano, ze kretki B. burgdor-
feri w pewnych okresach zakazenia bytuja
wewnatrz komérek gospodarza, ostatnio za-
proponowano hodowle i izolacje tych kret-
kéw z krwi, plynu moézgowo-rdzeniowego
i ptynu stawowego w liniach komérkowych.
Pozwala to na postawienie diagnozy w ciagu
okolo 5-7 dni. Wstepne badania wskazuja, ze
jest to metoda szybka i bardzo czula [9, 26].

Kretki Borrelia burgdorferi mozna izolo-
wac ze zmian skornych (bioptaty), plynu
mobzgowo-rdzeniowego, plynu stawowego
i krwi. Najwigcej dodatnich posiew6w na po-
dltozu BSK uzyskuje si¢ z bioptatéw skory
(ok. 50-85%), znacznie mniej z ptynu mébzgo-
wo-rdzeniowego (ok. 10-25%) i z chrzastki
stawowej (ponizej 20%); rzadko izoluje sie
z plynu stawowego i krwi.

Preparat bezposredni z pobranego mate-
ralu (krwi, plynu mézgowo-rdzeniowego
Iub stawowego i tkanek) jest metoda malo
czula ze wzgledu na niewielka zwykle liczbe
kretké6w w badanym materiale. Najczesciej,
jezeli to mozliwe, stosuje si¢ preparaty przy-
zyciowe, ogladane w mikroskopie $wietl-
nym, w ciemnym polu widzenia. W prepa-

ratach barwionych metoda Giemzy lub sre-
brzenia bardzo rzadko mozna zaobserwo-
waé kretki, poniewaz nie tylko stabo wy-
barwiaja sie, ale takZe podczas samego pro-
cesu utrwalania i barwienia latwo traca swoj
morfologiczny ksztalt. Uzyskany obraz jest
malo czytelny, bardzo trudny do inter-
pretacji, ze wzgledu na obecnod¢ licznych
artefaktow.

Ostatnio coraz czedciej w diagnostyce bo-
reliozy z Lyme wykorzystywana jest reakcja
lafcuchowa polimerazy (PCR). Reakgja ta
umozliwia wielokrotne powielanie okres-
lonych, charakterystycznych dia Borrelia
burgdorferi sekwencji DNA. Dolna granica
wykrywalnosci w tej metodzie wynosi ok.
10 komérek w badanej probce. Pomimo
swych niewatpliwych zalet posiada jednak
liczne ograniczenia. Do najwazniejszych na-
lezy wybor materialu do badania zalezny od
stadium choroby. Material genetyczny kret-
kéw mozna czelciej wykry¢ w ostrej fazie
choroby niz w okresie przewleklym. Wazne
jest takze, aby zastosowane do reakcji star-
tery amplifikowaly wszystkie genogatunki
Borrelia burgdorferi sensu lato z ta sama
czulodcia. Do najczeSciej wykorzystywa-
nych naleza powielajace fragment sekwencji
genéw kodujacych flageling, bialka blony
zewnetrznej, 16S-RNA lub 23S-RNA. Na
wynik badania ma znaczacy wplyw obecne
w badanym materiale DNA gospodarza
oraz inne skladniki tkanek, jak np. hemo-
globina, heparyna, porfiryny. Obecnosé
tych substancji moze byé przyczyna zardow-
no wynikow falszywie dodatnich, jak i ujem-
nych [17, 22].

Czestos¢ wykrycia DNA. Borrelia burg-
dorferi w krwi, plynie stawowym i mozgo-
wo-rdzeniowy jest podobna jak w przy-
padku posiewow na podlozu BSK. Obecnie
coraz czesciej poszukuje sie DNA kretkow
w moczu chorego. Z licznych badan wyni-
ka, ze podczas zakazenia mozna wykry¢ wy-
dalane w moczu bakteryjne DNA znacznie
czesciej niz w plynach ustrojowych i tkan-
kach. Ocenia sig, ze czulo$é tego testu wy-
nosi ok. 93% [14].
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Diagnostyka laboratoryjna nadal opiera
sie na ocenie swoistej odpowiedzi humoralnej
gospodarza na zakazenie kretkami B. burg-
dorferi. Podstawowa metoda rozpoznania
boreliozy z Lyme jest wykrycie swoistych
przeciwcial w surowicy, plynie moézgowo-
-rdzeniowym lub plynie stawowym.

Poczatkowo w diagnostyce serologicznej
znalazl zastosowanie odczyn immunofluo-
rescencji poSredniej. Obecnie jest on coraz
rzadziej stosowany, a w to miejsce stosuje
sic metody immunoenzymatyczne: ELISA
oraz Western-biot.

Test immunofluorescencji posredniej wy-

korzystujacy jako antygen cala komorke

bakteryjna, jest metoda malo czula, a takze
malo swoista ze wzgledu na liczne reakcje
krzyzowe.

Poprzez analogie do serologicznej diagno-
styki kity wprowadzony zostal takze odczyn
hemaglutynacji biernej wykorzystujacy jako
antygen taninowane krwinki barana oplasz-
czone sonikatem z calej komorki. Jest to test
czuly, lecz rOwniez malo swoisty, ktory zale-
ca si¢ wylacznie do badan przesiewowych.

Obecnie w diagnostyce boreliozy z Lyme
powszechnie stosowany jest test ELISA.
Spektrofotometryczny odczyt wynikow po-
zwala na obiektywna ocene poziomu prze-
ciwcial. Jednak swoisto$¢ i czutoéé tej meto-
dy zalezy od stosowanego w niej antygenu
diagnostycznego [16]. Pierwsze testy wyko-
rzystywaly jako antygen sonikat calych ko-
morek bakteryjnych jednego szczepu. Pod-
stawowym problemem w tych testach byly
reakcje krzyzowe.

Budowa antygenowa komorki B. burgdor-
feri jest dobrze poznana. Przeprowadzajac
elektroforeze sonikatu komoérek B. burgdor-
feri w zelu poliakrylamidowym (SDS-PAGE)
uzyskuje si¢ ponad 30 frakcji biatkowych.
Najbardziej immunogennym, ale jednoczes-
nie najbardziej nieswoistym biatkiem, jest
biatko p60, tzw. antygen wspdlny. Antygen
ten wystepuje u wiekszodci bakterii Gram-
-ujemnych i Gram-dodatnich i ma podobne
whadciwos$ci antygenowe. Charakteryzuje si¢
ono wysokim stopniem konserwatyzmu ewo-

lucyjnego. Odpornosciowe surowice uzyska-
ne w wyniku immunizacji zwierzat sonikata-
mi komorek szczepdw Treponema pallidum,
Leptospira grippotyphosa, Borrelia hermsi,
a takze Escherichia coli, Yersinia enterocoliti-
ca, Mycobacterium tuberculosis, Haemophilus

~influenzae, Neisseria meningitidis reaguja

krzyzowo z antygenem wspolnym Borrelia
burgdorferi. Innymi bialkami reagujacymi
krzyzowo sa tzw. biatka szoku cieplnego
(50, p70, p75) [2, 7.

Flagelina, biatko wici o masie czasteczko-
wej 41 kDa wywolije silna wezesna odpo-
wiedz immunologiczna. W swej budowie,
szczegblnie w poczatkowym i koncowym
odcinku lancucha wykazuje wysoki stopien
homologii z flagelina Bacillus subtilis (ok.
55%) i Salmonella typhimurium (ok. 52%).
Duze réznice w sekwencji aminokwasowej
wystepuja natomiast w $§rodkowej czeSci
tego biatka. Drugorzedowa struktura flage-
liny B. burgdorferi, powoduje ze trzon fila-
mentu wici tworza koncowe i poczatkowe
odcinki monomerow tego biatka, za$ $rod-
kowe cze$ci miedzy 129 a 251 aminokwa-
sem, zawierajace epitopy charakterystyczne
tylko dla gatunku B. burgdorferi zlokalizo-
wane sa na zewnatrz wici [8].

Biatka blony zewnetrznej wykazuja w re-
akcjach serologicznych najwieksza swois-
tos¢. Biatka powierzchniowe (outer surface
proteins — Osp) OspA (31-32kDa), OspB
(34-36kDa), OspC (21-22kDa), OspD
(28 kDa), OspE (19kDa), OspF (26kDa)
sa lipoproteinami czesto o zmiennej masie
czasteczkowej. Roéznica mas bialek OspA
(31 do 34 kDa) w rdznych szczepach stwa-
rza trudno$ci w prawidlowej interpretacji
wynikéw badan przeprowadzonych metoda
Western-blot. OspA i OspB, chociaz wysoce
immunogenne w zakazeniach doswiadczal-
nych, rzadko wywoluja odpowiedz w przy-
padku naturalnych zakazen czlowieka.

Biatko OspA wykazuje rézna reaktyw-
no$¢ z przeciwcialami monoklonalnymi, wy-
nikajaca z réznic w sekwencji pomiedzy
30 i 101 aminokwasem tego polipeptydu.
Jest to czesé, na podstawie ktorej wyrdznio-
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no 7 serotypédw wérdéd chorobotwoérczych
dla cztowieka genogatunkow B. burgdorferi,
wystepujacych na terenie Europy i Ameryki
Pin. Odpowiadaja one podzialowi na geno-
gatunki: Borrelia burgdorferi sensu stricto
— serotyp 1, Borrelia afzeli — serotyp 2, Bo-
rrelia garini — serotypy od 3 do 7. Bialko to
jest wykrywane u okoto 10-20% szczepdw
europejskich [27].

Biatko OspC jest biatkiem wystepujacym
u okolo 40-50% szczepow europejskich. Po-
dobnie jak OspA, biatko OspC wykazuje
w kilku regionach znaczne réznice w sekwen-
cjach aminokwasowych. Na tej podstawie wy-
odrebniono dotychczas 4 serotypy OspC [25].
Jest to biatko wysoce immunogenne i wywo-
tuje wezesna odpowiedz immunologiczna [5].

OspD wystepuje jedynie w szczepach izo-
lowanych od zywiciela oraz we wczesnych
pasazach na podiozach sztucznych. Po kolej-
nych pasazach komoérki traca plazmid kodu-
jacy to biatko, a szczep traci zjadliwosé [1].

Wszystkie szczepy B. burgdorferi posia-
daja bialko o masie 100 kDa (p100). Jego
funkcje nie sa znane. W zakazeniach u ludz
wywoluje ono pdzna odpowiedz ukladu
odpornoSciowego. Charakteryzuje si¢ ono
duza swoistoécia gatunkowa.

Bialka blony zewnetrznej kodowane sa
przez koliste plazmidy wystepujace w roz-
nych kombinacjach. Wystepowanie poszcze-
gblnych plazmidow lub ich brak wplywa na
obecnosc lub nieobecnos¢ tych biatek [4].

Ze wzgledu na stwierdzona na podstawie
tych badan fenotypowa i antygenowa he-
terogennos$¢ szczepdw Borrelia burgdorferi
sensu lato, stosowany w testach diagnosty-
cznych antygen pochodzacy z jednego szcze-
pu zastapiono mieszaning réznych szczepow
[24]. Mimo to metody, w ktorych stosuje sie
sonikaty calych komorek charakteryzuja sie
bardzo niska swoistoscia ‘wynoszaca ok.
8%. W celu jej zwigkszenia antygeny diag-
nostyczne wzbogacano izolowanymi biatka-
mi flageliny p4l, a nastepnie zastosowano
tylko te frakcje. Uzyskano w ten sposéb
swoisto$¢ testu na poziomie ok. 96% przy
niskiej jednak jego czulosci (ok. 50%) [19].

W celu zwiekszenia swoistosci zapropo-
nowano réwniez preabsorbcjg badanych su-
rowic zawiesing kretkdw Treponema phage-
denis lub Borrelia hermsi oraz substancjami
hamujacymi aktywno$¢ czynnika reumato-
idalnego. Okazaly si¢ one malo przydatne,
poniewaz jednoczeSnie obniZaja poziom
swoistych przeciwcial i spadek czulosci tes-
tu. Wraz ze wzrostem swoistodci testu we
wszystkich tych modyfikacjach nastgpuje
spadek jego czulosci.

Liczne badania wykazaly, Ze najmniejsze
prawdopodobiefistwo wystapienia reakcji
krzyzowych, a tym samym najwigksze zna-
czenie w diagnostyce boreliozy z Lyme maja
przeciwciala dla bialek p100, p4l, OspA,
OspC. Najbardziej swoistym biatkiem jest
OspA [23]. Majac jednak na uwadze rzadkie
wystepowanie przeciwcial przeciwko OspA
u chorych z terenu Europy, najbardziej uzy-
teczne w diagnostyce sa pozostale trzy bial-
ka. Wérdd nich najwyzsza swoisto§é wyka-
zuje biatko pl100. Jako jedyne nie reaguje
z przeciwcialami przeciw innym bakteriom
(w tym roéwniez z surowicami od chorych na
kile). Moga wystapi¢ jedynie slabe reakcje
z przeciwcialami dla Borrelia hermsi. Obser-
wowano pojedyncze przypadki reakcji bial-
ka OspC z przeciwcialami dla Helicobacter
pylori i surowicami chorych na mononukle-
oze zakazna. Natomiast flagelina daje sze-
reg reakcji krzyzowych w przypadku innych
zakazen. Z biatkiem tym reaguja surowice
odpornosciowe dla wielu bakterii. Ze wzgle-
du jednak na wysoka jego immunogenno$c¢
nadal jest wykorzystywany w diagnostyce.
Biatko OspC i flagelina wywoluja silna
wezesna odpowiedz ukladu odpornosciowe-
go podczas gdy przeciwciala dla bialka p100
pojawiaja si¢ wiele tygodni pdzniej.

Badania genetyczne B. burgdorferi do-
prowadzily do uzyskania znacznie skréco-
nych tancuchéw polipeptydowych flageliny
zawierajacych tylko charakterystyczne dla
tego gatunku epitopy. Otrzymano w ten
sposéb rekombinowana genetycznie we-
wnetrzng cze$é flageliny (fragment miedzy
129 a 251 aminokwasem), swoista tylko dla
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gatunku B. burgdorferi sensu lato. W podob-
ny sposdb uzyskano biatka pl00 i OspC.
Bialka pochodzace z rekombinantéw gene-
tycznych charakteryzuja sie duza czystoscia
chemiczna, poniewaz produkowane sa przez
komorki szczepow Escherichia coli jako bia-
tka zewnatrzkomorkowe. Znalazlty one za-
stosowanie w najnowszej generacji testow
ELISA. Ich czulo$¢ wynosi blisko 96%,
a swoisto$é 100%.

W celu wykluczenia reakcji nieswoistych
w serodiagnostyce boreliozy z Lyme niektore
laboratoria stosuja postgpowanie dwustop-
niowe, polegajace na wykonaniu badan prze-
siewowych testem czulym, lecz malo swois-
tym, jak np. odczyn hemaglutynacji lub test
ELISA z sonikatem komorek jako antyge-
nem, a nastepnie wyniki dodatnie i watpliwie
dodatnie potwierdzane sa testem bardzo
swoistym (np. Western-blot) [15].

Metode Western-blot wprowadzono do
diagnostyki ze wzgledu na czestos¢ wystepo-
wania wynikéw falszywie dodatnich. Ta ja-
koSciowa metoda pozwala na weryfikacje
dodatnich wynikéw uzyskanych z zastoso-
waniem mato swoistego testu. O rozpozna-
nin boreliozy z Lyme przesadza wykrycie
tylko niektérych przeciwciat [6, 11]. W przy-
padku klasy IgM sa to przeciwciala przeciw
antygenom OspC, p39, pd4l (flagelina),
83kDa. Dla klasy IgG sa to przeciwciala
przeciw biatkom pl8, OspC, p28, p30,
OspA, p38, p4l (flagelina), p45, p58, p66,
pl00. Wg zalecen WHO, dla stwierdzenia
boreliozy z Lyme konieczne jest wykrycie
przeciwcial przeciw 3 antygenom sposrod
w.w. w klasie IgM i 6 w klasie IgG. Ponie-
waz na terenie Europy wystepuja rézne ge-
nogatunki B. burgdorferi sensu lato, a tym
samym odpowiedz immunologiczna na za-
kazenie moze by¢ bardzej zrdznicowana,
opracowano kryteria interpretacji wynikow
Western-blot dla tego kontynentu [12, 18].
W przypadku zastosowania jako antygenu
diagnostycznego szczepu Borrelia burgdor-
feri sensu stricto powinny by¢ obecne prze-
ciwciala klasy IgG dla jednego z nastgpuja-
cych biatek: p93, p58, p56, OspC, p2l, pl7,

szczepu Borrelia afzeli — dla dwoch bialek
sposrod: p93, p58, p43, p39, p30, OspC,
p21, pl7, pl4 i szczepu Borrelia garini dla
jednego biatka z: p93, p39, OspC, p21, pl7.
W przypadku oznaczenia przeciwcial klasy
IgM powinna wystapi¢ reakcja z co naj-
mniej jednym z nastgpujacych biatek: p39,
OspC, pl7 szczepdw Borrelia burgdorferi
sensy stricto i Borrelia afzeli i co najmniej
z jednym, p39 lub OspC szczepu Borrelia
garini. O dodatnim wyniku w klasie IgM
moze $wiadezy¢ réwniez silna reakcja z an-
tygenem p4l (flagelina), jednak ostatnie
badania wykazuja, ze reakcja z pelnym bial-
kiem flageliny nie moze byé podstawa roz-
poznania zakaZenia.

Alternatywe stanowi postgpowanie jedno-
stopniowe, czyli wykorzystanie testu czule-
go, a jednoczesnie swoistego (np. testy z od-
powiednim zestawem rekombinowanych an-
tygenéw).

Poniewaz, jak wspomniano wyzej, diag-
nostyka serologiczna boreliozy z Lyme nie
jest wystandaryzowana, przy wyborze toku
postepowania diagnostycznego laboratoria
kieruja sie zwykle rachunkiem ekonomicz-
nym, przy czym musi on gwarantowaé czu-
tosé¢ i swoisto$¢ metody na poziomie 95%.

Obok reakcji krzyzowych zwiazanych po-
dobienstwem budowy antygenowej réznych
gatunkow bakterii, trudnoédci w prawidiowej
interpretacji wynikéw badan serologicznych
moze tez stwarzaC obecno$¢ w surowicy
krwi czynnika reumatoidalnego (RF). Kom-
pleks IgM-RF moze laczy¢ sie ze swoistymi
przeciwcialami klasy IgG przytaczonymi do
antygenu. Koniugat dla tancuchéw u stoso-
wany dla wykrycia swoistych dla B. burg-
dorferi przeciwcial klasy IgM moze laczyc
sie z kompleksem IgG-IgM-RF dajac wyni-
ki falszywie dodatnie. Wyniki falszywie ujem-
ne moga wystgpowa¢ w przypadku nadmiaru
IgG. Dochodzi wowczas do wspdlzawodnic-
twa IgG z IgM [18, 22].

W boreliozie pdznej wystepuje zwykle sil-
na odpowiedz immunologiczna i czulosé
stosowanych testow serologicznych jest wy-
starczajaca do jej rozpoznania. Problem jed-
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nak w postawieniu diagnozy stanowia cho-
rzy serologicznie ujemni (zwlaszcza w przy-
padkach neuroboreliozy), a takze chorzy
z podwyzszonym mianem przeciwcial wiele
miesiecy po leczeniu. Przyczyna falszywie
ujemnych wynikéw w tych przypadkach jest
m.in. tworzenie si¢ krazacych kompleksow
immunologicznych, ktére nie pozwalajg na
wykrycie zablokowanych przez antygen
swoistych przeciwcial. W przypadkach tych,
zwykle przebiegajacych z ostrymi objawami,
wynik badania serologicznego w kierunku
boreliozy z Lyme jest zazwyczaj ujemny.

Roéwniez stosowanie antybiotykéw moze
powodowa¢ zahamowanie produkcji prze-
ciwcial. W zalezno$ci od okresu choroby,
w ktoérym zostaly one podane, dotyczy¢ to
moze klasy IgM i IgG. Czgsto u leczonych
chorych stwierdzi¢ mozna utrzymywanie si¢
przez dluzszy czas przeciwcial IgM i brak
odpowiedzi w klasie TgG [13].

W tych przypadkach dodatni wynik PCR
stanowi cenna, dodatkowa, a w niektorych
rozstrzygajaca o rozpoznaniu informacje.
W przebiegu neuroboreliozy, np. DNA kret-
kéw, wykrywa sie w 25% do 38% probek
plynéw moézgowo-rdzeniowych [20].

Nie istnieje zadna korelacja pomiedzy
wynikiem badania serologicznego, posiewu
(na podtozu BSK) i PCR. U chorych z ob-
jawami boreliozy z Lyme wykrywano DNA
B. burgdorferi lub izolowano kretki przy
braku obecnoS$ci swoistych przeciwcial.

W zwiazku z tym, coraz czedciej przyjmuje
si¢, ze mimo braku wykrycia swoistych prze-
ciwciat, obecnoé¢ objawéw klinicznych suge-
rujacych borelioze z Lyme i stwierdzenie
DNA kretkéw B. burgdorferi w materiale kli-
nicznym pozwala na rozpoznanie zakazenia.

W zwiazku z przedstawionymi powyzej
problemami w laboratoryinym rozpoznaniu
boreliozy z Lyme nalezy u chorych z obja-
wami klinicznymi zakazenia przede wszyst-
kim wykona¢ badanie serologiczne w celu
wykrycia swoistych przeciwcial nalezacych
zaréwno do klasy IgM jak i IgG.

Wykrycie swoistych przeciwcial klasy
IgM wskazuje na ostre, biezace zakazenie.

Wynik taki ma niewatpliwa warto$¢ diagno-
styczng i jest wskazaniem do leczenia. Brak
przeciwcial tej klasy nie wyklucza jednak
rozpoznania, poniewaz we wczesnym sta-
dium choroby poziomy przeciwcial sa na ty-
le niewysokie, ze dostepnymi testami moze-
my ich nie wykry¢. W takiej sytuacji nalezy
powtérzyé badanie po ok. 2 tygodniach.
Z drugiej strony obserwowano, ze niektorzy
chorzy wytwarzaja jedynie wykrywalne
ilosci przeciwcial klasy IgG, ktére moga
utrzymywaé si¢ jednocze$nie na wysokim
poziomie nawet przez kilka lat po leczeniu.
W tej sytuacji, obecno$¢ swoistych przeciw-
cial IgG wymaga w oparciu o obserwacje
kliniczne ro6znicowania pomiedzy ostra
i przewlekla borelioza oraz wykluczenia
ewentualnodci wczedniejszej ekspozycji na
kretki. W podejrzenin neuroboreliozy bar-
dzo duze znaczenie ma badanie ptynu moz-
gowo-rdzeniowego (CSF). Wykrycie w nim
przeciwcial i podwyzszony indeks CSF x su-
rowica sa najlepszym wskaznikiem neuro-
boreliozy. Ujemny wynik badania CSF nie
wyklucza jednak rozpoznania, poniewaz
opisano liczne przypadki, w ktorych nie wy-
stepuje miejscowa produkcja przeciwcial.

Jezeli uzyskano wynik dodatni, wazne
jest wykluczenie mozliwoéci wystapienia re-
akcji nieswoistej (wynik falszywie dodatni).
Aby taka mozliwos¢ wyeliminowac, labo-
ratorium powinno wykona¢ badanie, albo
stosujac test o wysokiej swoistodci i czu-
losci, np. ELISA, z odpowiednim zestawem
antygenow rekombinowanych (diagnostyka
1-stopniowa), albo po badaniu wstepnym
testem o wysokiej czutosci, np. stosujac od-
czyn hemaglutynacji biernej lub ELISA
z sonikatem calej komorki, wynik dodatni
potwierdzi¢ metoda Western-blot (diagno-
styka 2-stopniowa). W diagnostyce 2-stop-
niowej bledem jest w pierwszym etapie za-
stosowanie testu selektywnego, w ktoérym
antygen stanowia tylko wybrane frakcje
biatkowe B. burgdorferi.

Jezeli przy zachowaniu tych zasad poste-
powania uzyskuje si¢ wynik ujemny bada-
nia przy objawach klinicznych i wywiadzie
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epidemiologicznym wskazujacych na mozli-
wos¢ zakazenia, w kolejnym etapie nalezy
wykonaé test PCR z prdébki moczu, plynu
moézgowo-rdzeniowego lub  stawowego,
a takze podjac probe izolacji kretkow z krwi
lub wybranych ptynéw ustrojowych. Stwier-
dzono, ze leczenie chorego w tym czasie an-
tybiotykami ma nieznaczny wplyw na wynik
hodowli. Dodatkowo mozna roéwniez ozna-
czy¢ poziom krazacych komplekséw immu-
nologicznych w surowicy krwi.
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